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innovativen	 Methoden	 zur	 Knorpelheilung	 ist	 Gegenstand	 intensiver	 Forschung.	
Gentherapie	 und	 Gewebszüchtung	 (Tissue	 Engineering)	 sind	 vielversprechende	
Ansätze.	 Die	 vorliegende	 Arbeit	 untersucht,	 ob	 die	 frühe	 Reparatur	 fokaler	
vollschichtiger	Knorpeldefekte	im	Großtiermodell	in	vivo	durch	in	situ	Applikation	von	
Biomaterialien	 und	 eines	 replikationsdefekten,	 rekombinanten	 adeno-assoziierten	
viralen	Genvektors	 (rAAV),	der	 eine	 cDNS	des	humanen	Transkriptionsfaktors	 SOX9	
trägt,	verbessert	wird.	Folgende	Hypothesen	wurden	speziell	überprüft:	(1)	Alleinige	
Überexpression	von	SOX9	beladenen	rAAV-Vektoren	verbessert	die	Knorpelreparatur	
im	 Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe	 mit	 lacZ-beladenen	 rAAV-Vektoren.	 (2)	
Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	 autologem	 Knochenmarkaspirat	 verbessert	 die	
Knorpelreparatur	im	Vergleich	mit	der	rAAV-lacZ-Kontrollgruppe.	(3)	Überexpression	




von	 rAAV-SOX9	 in	 Kombination	 mit	 einem	 thermosensitiven	 Hydrogel	 ist	 allen	
anderen	 hier	 untersuchten	 Ansätzen	 hinsichtlich	 der	 Verbesserung	 der	
Knorpelreparatur	überlegen.		
	
Für	 die	 Studie	 wurden	 zwölf	 adulte	 weibliche	 Göttinger	 Minipigs	 ausgewählt	 und	
vollschichtige	 chondrale	 Defekte	 in	 der	 Trochlea	 femoris	 mit	 entweder	 rAAV-SOX9,	
rAAV-SOX9	 in	 Knochenmarkaspirat,	 einem	 PCL-Trägermaterial	 und	 rAAV-SOX9	 in	
Knochenmarkaspirat,	 rAAV-SOX9	 im	 thermosensitiven	 PF127-Hydrogel	 oder	 als	
Negativkontrolle	 rAAV-lacZ	 behandelt.	 Vier	 Wochen	 postoperativ	 erfolgte	 die	
Entnahme	 der	 Kniegelenke	 und	 die	 Analyse	 der	 Defektreparatur	 makroskopisch,	
histologisch,	 immunhistochemisch	 und	 in	 der	 Mikrofokuscomputertomographie	 (µ-
CT).	
	
Die	 Daten	 zeigen,	 dass	 (1)	 die	 alleinige	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 die	
Knorpelreparatur	 im	 Vergleich	 mit	 der	 rAAV-lacZ-Kontrollgruppe	 signifikant	
verbessert.	 Sie	 zeigen	 weiterhin,	 dass	 (2)	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	
autologem	 Knochenmarkaspirat	 die	 Knorpelreparatur	 im	 Vergleich	 mit	 der	 rAAV-
lacZ-Kontrollgruppe	 verbessert.	 Die	 Hypothese,	 dass	 (3)	 eine	 Überexpression	 von	
rAAV-SOX9	 in	 Kombination	mit	 einem	 soliden	 Biomaterial	 die	 Knorpelreparatur	 im	
Vergleich	mit	der	rAAV-lacZ-Kontrollgruppe	verbessert,	wurde	widerlegt.	Schließlich	
demonstrieren	die	Daten,	dass	(4)	die	Überexpression	von	rAAV-SOX9	in	Kombination	
mit	 einem	 thermosensitiven	Hydrogel	den	 singulären	Parameter	 „Defektarchitektur“	
im	Vergleich	zur	 rAAV-lacZ-Kontrollgruppe	verbessert.	 Zuletzt	wurde	die	Hypothese	
(5)	 verworfen,	 dass	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	 Kombination	 mit	 einem	





Daten	 demonstrieren	 weiterhin,	 dass	 die	 Defektreparatur	 durch	 Zusatz	 von	









The	 ability	 of	 hyaline	 articular	 cartilage	 to	 regenerate	 is	 limited.	 The	 quest	 for	
innovative	methods	to	treat	focal	cartilage	defects	is	the	subject	of	intensive	research.	
Gene	 therapy	 and	 tissue	 engineering	 are	 promising	 approaches	 in	 this	 regard.	 The	
present	 thesis	 investigates	whether	 the	 early	 repair	 of	 focal,	 full-thickness	 articular	
cartilage	defects	 in	a	 large	animal	model	 in	vivo	 is	 improved	by	 in	situ	application	of	
biomaterials	 and	 a	 replication-defective,	 recombinant	 adeno	 associated	 viral	 (rAAV)	
gene	 vector	 carrying	 a	 cDNA	of	 the	 human	 transcription	 factor	 SOX9.	 The	 following	
hypotheses	were	examined:	(1)	Sole	overexpression	of	rAAV-SOX9	improves	cartilage	
repair	 as	 compared	 to	 the	 control	 group	 (lacZ-rAAV	 vectors).	 (2)	Overexpression	 of	
rAAV-SOX9	 in	 autologous	 bone	 marrow	 aspirate	 improves	 the	 cartilage	 repair	 in	
comparison	with	 the	 rAAV-lacZ	 control	 group.	 (3)	 Overexpression	 of	 rAAV-SOX9	 in	
combination	 with	 a	 solid	 biomaterial	 improves	 cartilage	 repair	 compared	 with	 the	
rAAV-lacZ	 control	 group.	 (4)	 Overexpression	 of	 rAAV-SOX9	 in	 combination	 with	 a	
thermosensitive	hydrogel	improves	cartilage	repair	in	comparison	with	the	rAAV-lacZ	
control	 group.	 (5)	 Overexpression	 of	 rAAV-SOX9	 combined	 with	 a	 thermosensitive	
hydrogel	is	superior	to	any	other	investigated	approaches.	
	
Twelve	 adult	 female	 Minipigs	 received	 focal	 full-thickness	 chondral	 defects	 in	 the	
trochlea	groove	and	were	treated	with	either	rAAV-SOX9,	rAAV-SOX9	in	bone	marrow	
aspirate,	 rAAV-SOX9	 in	 a	 poly-ε-caprolacton(PCL)	 scaffold	 and	 rAAV-SOX9	 in	 the	
thermosensitive	 PF127	 hydrogel,	 or	 similarly	 with	 rAAV-lacZ	 as	 a	 negative	 control.	
Four	 weeks	 postoperatively,	 osteochondral	 repair	 was	 analyzed	 macroscopically,	
histologically,	 immunohistochemically	 and	 using	 microfocus	 computer	 tomography	
(μ-CT).	
	




(3)	 overexpression	 of	 rAAV-SOX9	 combined	 with	 a	 solid	 scaffold	 leads	 to	 better	
cartilage	repair	than	the	lacZ	control	group	was	rejected.	After	all	the	data	show	that	
(4)	the	overexpression	of	rAAV-SOX9	in	combination	with	a	thermosensitive	hydrogel	
optimizes	 the	 singular	 parameter	 "defect	 architecture"	 compared	 to	 the	 rAAV-lacZ	
control	 group.	Finally,	 the	hypothesis	was	 rejected	 that	 (5)	overexpression	of	 rAAV-
SOX9	 in	 combination	 with	 a	 thermosensitive	 hydrogel	 is	 superior	 to	 all	 other	
approaches	studied	regarding	articular	cartilage	repair.		
	
In	 conclusion	 the	 data	 show	 that	 rAAV-mediated	 overexpression	 of	 SOX9	 in	 a	
translational	 large	 animal	 model	 improves	 osteochondral	 repair.	 The	 data	 also	







Defekte	 des	 hyalinen	 Gelenkknorpels	 sind	 häufig.	 Im	 Rahmen	 einer	 Studie	 wurden	
Knorpeldefekte	in	60%	aller	durchgeführten	Arthroskopien	festgestellt	(Widuchowski	
et	 al.,	 2007).	 Die	 Ursachen	 sind	 vielfältig	 und	 umfassen	 die	 lokale	 traumatische	
Knorpelschädigung,	Osteochondrosis	dissecans,	Osteonekrose	und	Arthrose	 (Pape	et	
al.,	 2010).	 Sie	 alle	 führen	 früher	 oder	 später	 zu	 einer	 gestörten	 Gelenkfunktion,	 die	
sich	 klinisch	 in	 der	 Form	 von	 Schmerzen,	 Schwellung,	 Erguss	 und	 motorischer	
Einschränkung	bemerkbar	macht.	Unbehandelt	kommt	es	zur	Ausbreitung	der	lokalen	
Läsion	und	zur	fortschreitenden	Arthrose	des	Gelenks,	denn	Gelenkknorpel	birgt	nur	
ein	 sehr	 geringes	 Heilungspotential	 (Hunziker,	 2002;	 O’Driscoll,	 1998).	 Nach	
rekonstruktiv-chirurgischer	Therapie	entwickelt	sich	häufig	ein	Reparaturgewebe,	das	
in	seiner	Form	und	Funktion	nicht	den	ursprünglichen	hyalinen	Knorpel	ersetzt	und	
den	 degenerativen	 Prozess,	 der	 mit	 der	 Verletzung	 von	 Knorpel	 beginnt,	 nicht	
aufhalten	kann	(Hiraki	et	al.,	2001).		
	
Da	 fokale	 Knorpelläsionen	 beim	 Erwachsenen	 spontan	 nicht	 regenerieren,	 ist	 die	
Therapie	 solcher	 Läsionen	 seit	 langem	 Gegenstand	 aktueller	 Forschungen.	
Verschiedene	Verfahren	zur	Defektreparatur	wurden	entwickelt,	bisher	konnten	keine	
der	im	klinischen	Gebrauch	üblichen	Operationsverfahren	die	Wiederherstellung	des	
ursprünglichen	 Knorpels	 erreichen	 (Cucchiarini	 et	 al.,	 2014).	 Es	 bleibt	 daher	
weiterhin	 das	 Ziel,	 ein	 innovatives	 Therapieverfahren	 zu	 entwickeln,	 das	 zur	
Knorpelregeneration	mit	Ausbildung	eines	gleichwertigen	Gewebes	führt.	Gentherapie	
und	 Gewebezüchtung	 (engl.	 tissue	 engineering)	 sind	 innovative	 Strategien,	 die	
potentielle	 Lösungswege	 für	 die	 Problematik	 der	 nicht	 regenerierenden	
Knorpeldefekte	 anbieten.	 Durch	 Gentransfer	 können	 Transkriptions-	 oder	
Wachstumsfaktoren	 in	 Zellen	 im	 Knorpeldefekt	 transferiert	 werden,	 um	 dort	 die	
Chondrogenese	 mit	 Ausbildung	 einer	 neuen	 Knorpelmatrix	 zu	 induzieren.	
Mesenchymale	 pluripotente	 Stammzellen	 aus	 Knochenmarkaspirat	 können	 sich	 in	
Knorpelmilieu	zu	Chondrozyten	differenzieren,	was	sie	zu	optimalen	Zelllieferanten	in	
chondralen	 Defekten	 macht	 (Johnstone	 et	 al.,	 1998).	 Im	 Rahmen	 des	 Tissue	
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Engineering	 werden	 Trägermaterialien	 entwickelt,	 die	 in	 den	 Defekt	 implantiert	
werden,	 um	 dort	 Zellen	 des	 Defekts	 als	 Leitstruktur	 zu	 dienen	 und	 den	 Defekt	
mechanisch	 zu	 stabilisieren,	 bis	 sich	 ein	 funktionales	 Neogewebe	 ausgebildet	 hat	
(Kock	et	al.,	2012).		
	
Eine	 Kombination	 von	 Stammzellen,	 Gentransfer	 und	 Tissue	 Engineering	 ist	 eine	
interessante	und	vielversprechende	Strategie,	die	potentiell	bessere	Ergebnisse	erzielt	
als	 der	 Gebrauch	 von	 Gentransfer	 oder	 Trägermedien	 alleine	 (Madry	&	 Cucchiarini,	
2016).	Für	die	vorliegende	Arbeit	untersuchten	wir	den	Effekt	von	Gentransfer	durch	





sich	 zusammen	 aus	 Gelenkknorpel	 und	 dem	 darunter	 liegenden	 subchondralen	
Knochen	 (Madry	 et	 al.,	 2010).	 Beide	 Bestandteile	 fungieren	 als	 Partner,	 deren	
Interaktion	 und	 gegenseitige	 Wirkung	 aufeinander	 essentiell	 für	 eine	 gute	
Gelenkfunktion	 sind	 (Orth	 et	 al.,	 2014a).	 Kommt	 es	 zu	 Läsionen	 innerhalb	 des	





Hyaliner	 Knorpel	 überzieht	 als	 Gleitschicht	 die	 knöchernen	 Enden	 diarthrotischer	
Gelenke.	Dadurch	wird	die	Kongruenz	der	artikulierenden	Partner	erhöht	und	somit	
eine	optimale	Funktion	des	Gelenks	gewährleistet	 (Hunziker	et	al.,	 2007).	Weiterhin	




et	 al.,	 2008).	 Daher	 ist	 eine	 intakte	 Gelenkfläche	 unabdingbar	 für	 eine	 optimale	
Gelenkfunktion.	
2.2.1.2 Aufbau	des	Gelenkknorpels	
Hyaliner	 Knorpel	 ist	 ein	 avaskuläres,	 alymphatisches	 und	 anervales	 Gewebe	
(O’Driscoll,	1998).	Er	setzt	sich	zusammen	aus	Chondrozyten	und	der	extrazellulären	
Matrix	 bestehend	 aus	 Kollagenen	 und	 Proteoglykanen,	 insbesondere	 Aggrekan	
(Hunziker	et	al.,	1997).	Zu	90-95%	findet	sich	Typ-II-Kollagen	(Martel-Pelletier	et	al.,	
2008),	 weiterhin	 vertreten	 sind	 Kollagene	 vom	 Typ	 V,	 VI,	 IX,	 X,	 XI	 und	 XIV.	 Die	
Kollagene	 geben	 dem	 Knorpel	 die	 Grundstruktur	 und	 Form	 und	 ermöglichen	 die	
Widerstandskraft	 gegenüber	 Spannung	 und	 Scherkräften.	 Die	 zwischen	 den	
Kollagenketten	 verankerten	 Proteoglykane	 gehen	 Wechselwirkungen	 mit	
Wassermolekülen	 ein,	 die	 sich	 in	 das	 Gerüst	 aus	 Kollagenen	 und	 Proteoglykanen	
einlagern.	 Dadurch	 erhöht	 sich	 die	 Spannung	 der	 Kollagenfibrillen	 und	 der	 Knorpel	
erlangt	 seine	 Druckelastizität	 und	 Resistenz	 gegenüber	 Kompression	 (Hall	 et	 al.,	








2008).	 Es	 schließt	 sich	 eine	 Zone	 an,	 in	 der	 runde	 Chondrozyten	 frei	 verteilt	 in	 der	
Matrix	 liegen,	 gefolgt	 von	 einer	 tiefen	 Zone	 mit	 ebenfalls	 runden,	 in	 Kolumnen	
"gestapelten"	 Zellen	 (Madry	 &	 Cucchiarini,	 2016).	 Diese	 Schicht	 des	 nicht	




Gleichgewicht	 zwischen	 Auf-	 und	 Abbau	 der	 Matrix.	 Mit	 zunehmendem	 Alter	
verändern	 die	 Chondrozyten	 ihre	 Morphologie	 und	 die	 Synthese	 der	 Matrix-










an,	 wobei	 diese	 Zone	 als	 Trennung	 zwischen	 Knorpel	 und	 Knochen	 fungiert,	
gleichzeitig	 aber	 auch	 die	 Funktion	 als	 osteochondrale	 Einheit	 bewahrt.	
Kollagenfibrillen	 ziehen	 vom	 nicht	 kalzifizierten	 durch	 die	 Tidemark	 in	 den	
kalzifizierten	 Knorpel	 (Madry	 et	 al.,	 2010).	 Auf	 diese	 Weise	 wird	 der	 Knorpel	 am	
subchondralen	 Knochen	 verankert	 und	 die	 Kraftübertragung	 vom	 Knorpel	 auf	 den	
subchondralen	Knochen	gewährleistet	(Martel-Pelletier	et	al.,	2008).	Dabei	setzt	sich	
dieser	 aus	 der	 subchondralen	 Knochenplatte	 und	 der	 subartikulären	 Spongiosa	
zusammen	 (Madry	 et	 al.,	 2010).	 Die	 Trennlinie	 zwischen	 Gelenkknorpel	 und	





werden.	 Chondrale	 Defekte	 betreffen	 nur	 den	 Gelenkknorpel	 und	 sind	 die	 am	
häufigsten	gesehenen	Knorpeldefekte	(Hjelle	et	al.,	2002).	Sie	werden	weiter	unterteilt	
in	 teilschichtige,	 partial-thickness,	 und	 vollschichtige,	 full-thickness,	 Defekte	
(Abbildung	 1).	 Teilschichtige	 Defekte	 beschränken	 sich	 auf	 den	 nicht	 kalzifizierten	
Knorpel	 und	 sind	 ähnlich	 Fissuren	 und	 Rissen	 früharthrotischer	 Veränderungen	
(Redman	 et	 al.,	 2005).	 Vollschichtige	 Defekte	 betreffen	 den	 gesamten	 Knorpel,	
einschließlich	des	 kalzifizierten	Knorpels.	 Zur	Auffüllung	 chondraler	Defekte	 kommt	
es	nur	unter	bestimmten	Bedingungen,	die	Stammzellen	der	Synovia	ermöglichen,	 in	
das	Defektareal	 zu	migrieren	 und	 dort	 ein	 Reparaturgewebe	 ausbilden	 (Hunziker	&	
Rosenberg,	1996).	Osteochondrale	Defekte	reichen	bis	in	den	subchondralen	Knochen.	
Das	 Defektareal	 tritt	 in	 Kontakt	 mit	 dem	 eröffneten	 Knochenmark,	 aus	 dem	
Einleitung	
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Chondrales	 Reparaturgewebe	 besteht	 im	 Gegensatz	 zu	 normalem	 hyalinen	 Knorpel	
vermehrt	 aus	 Kollagen	 vom	 Typ	 I	 und	 gleicht	 in	 seiner	 Struktur	 und	
Zusammensetzung	 eher	 Faserknorpel	 als	 hyalinem	 Knorpel	 (Buckwalter	 &	 Mankin,	
1998).	Es	 zeichnet	 sich	durch	eine	verminderte	Belastbarkeit	 aus,	was	 in	geringerer	
Widerstandsfähigkeit	des	Ersatzgewebes	und	 folglich	 in	dessen	Verschleiß	 resultiert	
(Buckwalter	 et	 al.,	 2005;	 Franke	 et	 al.,	 2007).	 Vielmehr	 beeinflusst	 die	









Abbildung 1: Aufbau der osteochondralen Einheit des ovinen Gelenkknorpels mit Darstellung teil-  und 




Aufgrund	 des	 mangelnden	 Regenerationspotentials	 hyalinen	 Knorpels	 sind	
Therapieverfahren	 notwendig,	 die	 die	 Ausbildung	 eines	 Reparaturgewebes	
induzieren,	 das	 im	 besten	 Fall	 normalen	 Gelenkknorpel	 darstellt.	 Insbesondere	 die	
markraumeröffnenden	 Verfahren	 wie	 die	 Pridie-Bohrung	 (Pridie,	 1959),	
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Mikrofrakturierung	 (Steadman	 et	 al.,	 2001)	 und	 Abrasionsarthroplastik	 (Johnson,	
1986)	 sind	 für	 die	 klinisch	 häufig	 kleinflächigen	 symptomatischen	Defekte	 indiziert.	
Diese	 führen	 zur	 Ausbildung	 eines	 Blutgerinnsels	 und	 damit	 zur	 Migration	 von	
Stammzellen	 aus	 dem	 Knochenmark	 in	 den	 Knorpeldefekt.	 In	 der	 Umgebung	 reifen	
hyalinen	Knorpels	differenzieren	die	mesenchymalen	Stammzellen	aus	dem	Gerinnsel	
zu	 Chondrozyten	 (Ashton	 et	 al.,	 1980;	 Shapiro	 et	 al.,	 1993).	 Sie	 stellen	 somit	 ein	
einzeitiges	 und	 sehr	 kosteneffektives	 Verfahren	 dar	 (Cucchiarini	 et	 al.,	 2014).	 Als	





Die	 autologe	 Chondrozytentransplantation	 (ACT)	 ist	 eine	 weitere	 Möglichkeit	 zur	
Deckung	fokaler	Knorpeldefekte,	eingeführt	in	den	klinischen	Gebrauch	von	Peterson	
und	 Brittberg	 (Brittberg	 et	 al.,	 1994).	 Sie	 ist	 primär	 für	 die	 klinisch	 seltener	
auftretenden	 großflächigen	 symptomatischen	 Knorpeldefekte	 indiziert.	 Autologe	
Chondrozyten,	 entnommen	 aus	 Gelenkknorpel	 in	 weniger	 belasteten	 Bereichen	 des	
Kniegelenks,	werden	dazu	 in	vitro	 isoliert,	kultiviert	und	als	Zellsuspension	während	













Gentransfer	 bezeichnet	 das	 Einschleusen	 fremder	 DNS	 in	 verschiedene	 Arten	 von	
Zellen.	 Gene	 oder	 einzelne	 Gensequenzen,	 die	 in	 die	 Zielzelle	 eingeschleust	 werden	
sollen,	werden	 als	 cDNS	 in	 Form	 von	 Plasmiden	 übertragen.	 Innerhalb	 der	 Zielzelle	
wird	die	cDNS	entweder	in	das	eigene	Genom	integriert	oder	sie	verbleibt	als	Episom	
extrachromosomal.	Für	den	Gentransfer	 sind	Helfersysteme	erforderlich,	da	es	beim	
Transfer	 reiner	 Plasmid-DNS	 nur	 in	 1-3%	 der	 Zielzellen	 zur	 Internierung	 des	 Gens	
kommt	 und	 folglich	 nur	 geringe	 Transgenexpressionsraten	 erreicht	 werden	 (Ravi	








sie	 keine	 reproduzierbare	 Immunantwort	 auslösen,	 nicht	 pathogen	 sind	 und	 große	
therapeutische	 Faktoren	 transfizieren	 (Madry	 et	 al.,	 2011).	 Nachteilig	 ist	 die	 häufig	




Werden	 virale	 Vektoren	 als	 Überträger	 verwendet,	 spricht	 man	 von	 Transduktion.	
Dabei	wird	die	Eigenschaft	von	Viren	genutzt,	die	eigene	DNS	effektiv	in	fremde	Zellen	
zu	 integrieren	 und	 natürlich	 vorhandene	 Eintrittsmechanismen	 in	 Zielzellen	 zu	
utilisieren	 (Conlon	 &	 Flotte,	 2004).	 Dadurch	 werden	 höhere	




Genom	 und	 kann	 so	 lange	 exprimiert	 werden.	 Nachteilig	 ist	 ein	 starkes	 onkogenes	
Potential.	Weiterhin	 findet	 eine	 Integration	 nur	 in	 Zellen	mit	 hoher	Mitoserate	 statt	
(Madry	 et	 al.,	 2011).	 Lentiviren,	 verwandt	 mit	 dem	 humanen	 Immundefizienzvirus	
(HIV),	integrieren	auch	in	Zellen	mit	niedrigen	Mitoseraten,	bergen	aber	ebenfalls	die	
Gefahr	 möglicher	 Tumorentstehung	 sowie	 eventuelle	 Expression	 von	 HIV-
Genomsequenzen	 (Frisch	 et	 al.,	 2015a).	 Adenoviren	 und	 Herpesviren	 sind	 ebenfalls	
sehr	 effektiv	 und	 transduzieren	 lange	 Gensequenzen,	 jedoch	 weisen	 sie	 eine	 hohe	
Zytotoxizität	und	 Immunogenität	 auf	 (Frisch	et	al.,	 2015a).	 Im	Gegensatz	 zu	den	o.g.	
Viren	 sind	 adeno-assoziierte-virale	 Vektoren	 nicht	 immunogen	 und	 nicht	 toxisch	
(Madry	 et	 al.,	 2011).	 Rekombinante	 adeno-assoziierte	 Viren	 (rAAV)	 sind	
replikationsdefekte	 Abkömmlinge	 humaner	 Parvoviren	 (Berns	 &	 Linden,	 1995),	 die	
durch	Bindung	an	Heparansulfat-Proteoglykan	(HSPG),	FGFR	und	αVβ5-Integrin	über	
rezeptorvermittelte	 Endozytose	 in	 die	 Zielzellen	 aufgenommen	 werden	 (Conlon	 &	
Flotte,	 2004)	 und	 dort	 als	 stabiles	 und	 geschütztes	 Episom	 extrachromosomal	
verbleiben	 (Cucchiarini	 et	 al.,	 2016).	 Das	 ermöglicht	 eine	 hoch	 effektive	
Transduktionsrate	(bis	zu	100%)	über	einen	langen	Zeitraum	(Cucchiarini,	2016;	Rey-
Rico	 &	 Cucchiarini,	 2016a),	 wobei	 rAAV	 sowohl	 in	 Zellen	 mit	 hoher	 mitotischer	
Aktivität	 als	 auch	 in	 solchen	 mit	 geringer	 Teilungsrate	 transduzieren	 (Flotte	 et	 al.,	





–regeneration	 fokaler	 Defekte	 sind	 identifiziert	 worden,	 besonders	
Transkriptionsfaktoren	 und	 Wachstumsfaktoren	 finden	 Anwendung	 als	





(Bi	 et	 al.,	 1999).	 Es	 gehört	 zu	 den	 Proteinen	 der	 SOX-Gruppe,	 die	 ähnlich	 dem	
geschlechtsbestimmendem,	 y-chromosomalem	 SRY	 (sex	 related	 Y	 chromosom)-Gen	
bestimmte	 DNS-Bindestellen	 aufweisen,	 sogenannte	 SRY	 related	high-mobility-group	
Einleitung	
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box	 (HMG-box),	 und	 daher	 ihren	 Namen	 haben	 (Lefebvre	 et	 al.,	 2001).	 In	 vielen	
Zelllinien	 spielen	 SOX-Proteine	 eine	 zentrale	 Rolle	 im	 Spezialisierungsprozess	 von	
Zellen.	 Für	 die	 Spezialisierung	 von	 Stammzellen	 zu	 Chondrozyten	 konnte	 SOX9,	
zusammen	 mit	 TGF-ß,	 als	 essentieller	 Faktor	 nachgewiesen	 werden	 (Frisch	 &	
Cucchiarini,	2016).	Er	stimuliert	die	Chondrogenese	und	die	Expression	von	Aggrekan,	
dem	wesentlichen	Proteoglykan	der	extrazellulären	Matrix	 (Tew	et	al.,	2008).	TGF-ß	
induziert	 als	 Wachstumsfaktor	 die	 Differenzierung	 pluripotenter	 Stammzellen	 zu	
Chondrozyten	(Frisch	et	al.,	2016a).	Ein	weiterer	wichtiger	Wachstumsfaktor	ist	IGF-I,	
der	als	anaboler	Faktor	sowohl	die	Synthese	von	Proteoglykanen	und	Typ-II-Kollagen	
als	 auch	 die	 Zellproliferation	 steigert	 (Cucchiarini	 &	 Madry,	 2014;	 Menendez	 et	 al.,	
2011).	FGF-2	fungiert	als	Induktor	der	Chondrogenese	(Cucchiarini	et	al.,	2005;	Frenz	




Knochenmark	 enthält	 pluripotente,	mesenchymale	 Stammzellen	 (Caplan,	 1991).	 Die	
Bezeichnung	 „mesenchymale	 Stammzelle“	 (MSZ)	 entstand	 aufgrund	 der	 Tatsache,	
dass	 sie	 sich	 zu	 allen	 Zellarten	 differenzieren	 können,	 die	 dem	 embryonalen	
Mesenchym	 entspringen.	 	 Mesenchymale	 Stammzellen	 differenzieren	 abhängig	 vom	
umliegenden	 Gewebe	 (Barry	 &	 Murphy,	 2004).	 In	 Abhängigkeit	 von	
Wachstumsfaktoren,	 Zell-Matrix-Interaktion,	 Zell-Zell-Interaktion	 und	 mechanischer	












Gentherapie.	 Im	 Rahmen	 der	 Knorpeltherapie	 ist	 es	 das	 Ziel	 der	 Gentherapie,	 die	
Differenzierung	mesenchymaler	Stammzellen	zu	Chondrozyten	zu	verbessern	und	so	
die	 Neubildung	 von	 hyalinem	 Knorpel	 zu	 erreichen.	 Die	 ersten	 Erfolge	 in	 der	
Gentherapie	 für	 arthritisch	 verändertes	 Knorpelgewebe	 erzielten	 Evans	 et	al.	 durch	
die	 Transduktion	 von	 IGF–I	 in	 Synoviozyten	 (Evans	 et	 al.,	 1996).	 Über	 eine	
Arthrotomie	 können	 die	 Vektoren	 direkt	 in	 den	 Defekt	 gegeben	werden,	 wo	 sie	 im	
besten	Falle	ihre	Wirkung	erzielen	sollen.	Dabei	gibt	es	die	Möglichkeit,	die	Vektoren	
am	Zielort	in	vivo	mit	Progenitorzellen	zusammenzubringen.	Eine	weitere	Möglichkeit	
besteht	 in	 der	 Applikation	 ex	 vivo	 modifizierter	 Zellen	 in	 den	 Defekt.	 Als	 Vektoren	
haben	sich	solche	auf	rAAV-Basis	als	Mittel	der	Wahl	herauskristallisiert	(Madry	et	al.,	
2003a).	In	präklinischen	Studien	zeigte	sich	eine	verbesserte	Defektreparatur	sowohl	





als	 Transfermedium	 dienen.	 Hinsichtlich	 der	 Therapie	 chondraler	 Defekte	 sollte	 ein	
ideales	 Trägermedium	 den	 normalen	 Gelenkknorpel	 hinsichtlich	 Struktur,	 Funktion	














Moutos	 und	 Guilak	 entwickelten	 ein	 gewebtes	 Trägermedium	 aus	
Polyglycolsäurefäden	(PGA).	Die	Fasern	wurden	 in	alle	drei	Raumebenen	mit	 jeweils	
unterschiedlichen	 Mengenverhältnissen	 verarbeitet	 (Moutos	 et	 al.,	 2007).	 Das	
entstandene	 Maschenwerk	 zeigte	 Eigenschaften	 ähnlich	 hyalinem	 Knorpel:	
Anisotropie	 und	 Nicht-Linearität	 hinsichtlich	 Dehnbarkeit,	 Komprimierbarkeit	 und	
Viskoelastizität	(Soltz	&	Ateshian,	2000).		
	
Poly-ε-Caprolacton	 (PCL)	 ist	 ein	 aliphatischer	 Polyester	 mit	 nachgewiesenem,	
Chondrogenese-induzierendem	 Potential	 (Li	 et	 al.,	 2003).	 Dreidimensionale	
Trägermedien	 gewebt	 aus	 PCL-Fäden	 wiesen	 in	 Studien	 ebenfalls	 Eigenschaften	








entweder	 physikalisch	 über	 hydrophobe	 Wechselwirkungen,	
Wasserstoffbrückenbindungen	 oder	 Kristallbildung	 bzw.	 chemisch	 durch	 kovalente	
Bindungen	 aneinander	 gebunden	 sind	 (Zhu	 &	 Marchant,	 2011).	 Aufgrund	 ihrer	
Struktur	können	Hydrogele	Wasser	aufnehmen	und	anschwellen,	ohne	sich	selbst	 in	
Wasser	aufzulösen	(Ahmed,	2015).	Sie	sind	somit	hyalinem	Knorpel	sehr	ähnlich.	Da	
sie	Genvektoren	 leicht	 einkapseln	 können	und	diese	 vor	Abbau	 schützen,	 eignen	 sie	
sich	gut	als	Trägermaterial	 (Rey-Rico	et	al.,	 2016a).	Anhand	der	zugrunde	 liegenden	
Polymere	 werden	 Hydrogele	 eingeteilt	 in	 natürliche,	 synthetische	 und	 kombiniert	
natürlich-synthetische	(Zhu	&	Marchant,	2011).	 In	verschiedenen	 in	vitro	und	 in	vivo	
Studien	 konnten	 effektiv	 erhöhte	 Transgenexpressionsraten	 durch	 die	 Verwendung	








basierend	 auf	 Polyethylenoxid	 (PEO)	 und	 Polypropylenoxid	 (PPO),	 sogenannte	
Poloxamere	 bzw.	 Pluronic®.	 Bei	 Pluronic®F-127	 (PF127)	 handelt	 sich	 um	 einen	
amphiphilen	Kopolymer	aus	Ethylenoxid	und	Polypropylenoxid,	der	nicht	toxisch	ist,	




Tissue	 Engineering	 bedeutet	 Gewebekonstruktion.	 Es	 handelt	 sich	 dabei	 um	 die	
künstliche	Anzüchtung	neuen	Gewebes,	mit	dem	krankhaft	 veränderte	Gewebe	bzw.	
Gewebedefekte	 aufgefüllt	 werden	 können.	 Folgende	 Kriterien	 sind	 in	 der	
Gewebezüchtung	 zu	 beachten	 und	 gelten	 als	 Paradogma	 für	 das	Tissue	Engineering:	
Zellen,	 die	 sich	 an	 der	 Gewebskonstruktion	 anlagern	 und	 dort	 neues	 Gewebe	
synthetisieren;	 biomimetische	 Trägermaterialien,	 die	 die	 Einwanderung	 von	 Zellen	
erlauben	 und	 die	 Ausbildung	 der	 Neomatrix	 unterstützen	 und	 therapeutische	
Faktoren,	 die	 die	 Differenzierung	 der	 Progenitorzellen	 in	 die	 gewünschte	 Richtung	
leiten	 (Brunger	 et	 al.,	 2014).	 Mithilfe	 von	 Trägermedien	 konnten	 in	 der	 Therapie	
fokaler	chondraler	Defekte	durch	Tissue	Engineering	 gute	Ergebnisse	erzielt	werden.	




Im	 Rahmen	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 zur	 Therapie	 fokaler	 vollschichtiger	
Knorpeldefekte	 in	 vivo	 wurde	 der	 Ansatz	 des	 Tissue	 Engineering	 mit	 dem	 der	
Gentherapie	 gekoppelt.	 In	 vielen	 Studien	 konnte	 bereits	 eine	 verbesserte	
Defektreparatur	 mithilfe	 genetisch	 modifizierter	 Zellen	 (Cucchiarini	 et	 al.,	 2011;	





nach	 Applikation	 am	 Ort	 des	 Geschehens	 verbleiben	 sollen,	 sind	 Methoden	
erforderlich,	 die	 eine	 Emigration	 der	 Vektoren	 aus	 der	 Defektzone	 verhindern.	
Trägermedien	eignen	sich	zur	kontrollierten	und	lange	andauernden	Freisetzung	der	
Genvektoren.	Weiterhin	werden	Vektoren	innerhalb	eines	Trägermediums	vor	Abbau	
und	 einer	 Immunabwehr	 durch	 den	 Empfängerorganismus	 geschützt.	 Dadurch	 lässt	
sich	 auch	 die	 benötigte	 Menge	 für	 eine	 effektive	 Transgenexpression	 reduzieren	
(Cucchiarini,	 2016).	 Zudem	 füllen	 sie	 fokale	 Knorpeldefekte	 auf	 und	 fungieren	 als	
Platzhalter	 und	 mechanische	 Stütze	 bis	 zur	 vollständigen	 Ausbildung	 des	 neuen	
Gewebes.	 Eine	 Kombination	 aus	 Tissue	 Engineering	 und	 Gentherapie	 ist	
vielversprechend	 im	 Vergleich	 zu	 Gentransfer	 oder	 Zelltransplantation	 alleine	
(Cucchiarini,	2016;	Frisch	et	al.,	2015a;	Glass	et	al.,	2014;	Madry	et	al.,	2012).	
	
Da	 Chondrozyten	 nicht	 in	 die	 Defektzone	migrieren,	 ist	 sowohl	 die	 Gentherapie	 als	
auch	 das	Tissue	Engineering	 auf	 zusätzliche	 Progenitorzellen	 angewiesen.	 Als	Quelle	
für	 Stammzellen	 verwendeten	 wir	 autologes	 Knochenmarkaspirat.	 Der	
Transkriptionsfaktor	 SOX9	wurde	 als	 essentielles	 Signalmolekül	 der	 Chondrogenese	
und	 Produktion	 der	 extrazellulären	 Matrix	 identifiziert.	 Wir	 wählten	 ihn	 daher	 als	
therapeutischen	Faktor	aus,	um	die	Chondrogenese	mesenchymaler	Stammzellen	aus	
Knochenmarkaspirat	 in	 vivo	 zu	 stimulieren.	 Weil	 Genvektoren	 basierend	 auf	 rAAV	
bereits	 erfolgreich	 in	 vitro	 und	 in	 vivo	 angewandt	 wurden,	 verwendeten	 wir	 rAAV-
Vektoren,	 um	 SOX9	 zu	 transfizieren.	 Vollschichtige	 Knorpeldefekte	 wurden	 in	 der	
Facies	patellaris	der	Femurtrochlea	von	Göttinger	Minipigs	erzeugt,	mikrofrakturiert	
und	 mit	 rAAV-SOX9	 beimpft.	 Um	 den	 Effekt	 von	 zusätzlichen	 Progenitorzellen	 zu	
ermitteln,	 fügten	 wir	 in	 einem	 weiteren	 Versuch	 BMA	 der	 Versuchstiere	 hinzu.	 In	
einem	 nächsten	 Ansatz	 wurden	 die	 Vektoren	 mithilfe	 eines	 Trägermaterials	 aus	
dreidimensionalem	PCL-Maschenwerk	in	vollschichtige	Knorpeldefekte	überführt	und	
ebenfalls	 mit	 Knochenmarkaspirat	 in	 Kontakt	 gebracht.	 In	 einem	 vierten	 Ansatz	
verwendeten	 wir	 das	 Hydrogel	 PF127	 als	 Trägermedium	 für	 die	 Genvektoren.	 Die	
Gewebereparatur	wurde	anschließend	sowohl	makroskopisch	als	auch	mikroskopisch	
untersucht.	Die	Defektauffüllung	durch	 rAAV-SOX9	wurde	 immer	mit	den	 jeweiligen	
Kontrolltherapien	basierend	auf	dem	Transfer	eines	irrelevanten	Marker-Gens	(rAAV-
lacZ)	verglichen.	Als	Grundlage	der	Untersuchungen	diente	die	Hypothese,	dass	SOX9	









(1) Die	 alleinige	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 führt	 zu	 einer	 besseren	
frühen	Knorpelreparatur	im	Vergleich	zur	rAAV-lacZ-Kontrollgruppe.	
	
(2) Die	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	 autologem	 Knochenmarkaspirat	
verbessert	 die	 frühe	 Knorpelreparatur	 im	 Vergleich	 zur	 rAAV-lacZ-
Kontrollgruppe.		
	
(3) Die	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	 Kombination	 mit	 einem	 soliden	
Biomaterial	 führt	 zu	 verbesserter	 früher	 Knorpelreparatur	 im	 Vergleich	
zur	rAAV-lacZ-Kontrollgruppe.	
	
(4) Die	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	 Kombination	 mit	 einem	
thermosensitiven	 Hydrogel	 verbessert	 die	 frühe	 Knorpelreparatur	 im	
Vergleich	mit	der	rAAV-lacZ-Kontrollgruppe.	
	








Für	 die	 vorliegende	 Arbeit	 wurden	 folgende	 Chemikalien	 zur	 Herstellung	 von	
Lösungen,	Puffern	und	Medien	verwendet.	
 















































Die	 hier	 aufgeführten	 Lösungen	 bzw.	 Puffer	 und	 Medien	 wurden	 mit	 Aqua	 bidest.,	
hergestellt	von	der	Apotheke	des	Universitätsklinikums	des	Saarlands,	angesetzt.	
	






































































Neben	 den	 üblichen	 Verbrauchsmaterialien	 wurden	 die	 unten	 aufgelisteten	 Geräte	
verwendet.	Die	Verbrauchsmaterialien	bezogen	wir	von	den	Firmen	Falcon	(Pont	de	



















































Zur	 Herstellung	 der	 Genvektoren	 gebrauchten	 wir	 293-Nierenzellen	 (The	 Gene	
Therapy	 Center,	 University	 of	 Pittsburgh,	 Pittsburgh,	 USA),	 die	 zunächst	 mit	 dem	
Helfervirus	 (Adenovirus	 5)	 transfiziert	 wurden.	 Anschließend	 erfolgte	 die	




University	 of	 North	 Carolina,	 Chapel	 Hill,	 USA),	 1	 ml	 cDNS	 des	 humanen	
Transkriptionsfaktors	 SOX9	 (Institut	 für	 Humangenetik,	 Albert-Ludwig	 Universität,	
Freiburg,	Deutschland)	bzw.	des	Markergens	 lacZ,	und	dem	Hilfsplasmid	Ad8.	Durch	
die	Ko-Infektion	mit	dem	Helfervirus	wird	die	Replikation	des	Hilfsplasmids	und	des	
AAV-2-Templates	 eingeleitet.	 Das	 Hilfsplasmid	 liefert	 kodierende	 Sequenzen,	 die	
später	die	 Integration	des	rekombinanten	adeno-assoziierten	viralen	Vektors	(rAAV-
SOX9)	 in	 das	 Genom	 der	 Wirtszellen	 ermöglichen.	 Die	 Viruspartikel	 wurden	




Als	 Trägermaterialien	 für	 rAAV-Vektoren	 verwendeten	 wir	 das	 Hydrogel	 PF127,	
Pluronic®F-127	(Merck	Life	Science,	Darmstadt,	Deutschland),	in	20%	v/v	und	fügten	








Zur	 Herstellung	 der	 chondralen	 Defekte	 wurde	 eine	 runde	 Biopsiestanze	
(Durchmesser	 4	mm)	 verwendet.	Die	Mikrofrakturierungen	 erzeugten	wir	mit	 einer	
eigens	angefertigten	Ahle	mit	einem	Durchmesser	von	1,2	mm	und	einer	Tiefe	von	5	
mm.	 Spritzen,	 Nadeln	 und	 Nahtmaterial	 bezogen	 wir	 von	 der	 Firma	 Braun	
Material	
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(Melsungen,	 Deutschland).	 Weiteres	 Operationsinstrumentarium	 stammt	 von	 den	










Im	 Rahmen	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurden	 zwölf	 Göttinger	 Minipigs	 bzw.	 deren	
Kniegelenke	 untersucht.	 Ein	 Kniegelenk	 diente	 als	 Therapiegruppe,	 das	 der	
Gegenseite	als	Kontrolle,	jeweils	rechts	und	links	alternierend.	In	die	Trochlea	femoris	
wurden	standardisiert	vollschichtige	chondrale	Defekte	gesetzt.	Anschließend	wurden	
die	 Defekte	 mit	 dem	 beladenen	 rAAV-Vektor	 beimpft	 und	 entsprechend	 der	




Für	 die	 vorliegende	 Arbeit	 wurden	 die	 Defekte	 oben	 genannten	 Gruppen	 zugeteilt.	
Dabei	 erhielt	 jeder	 Defekt	 15	 µl	 des	 Genvektors	 rAAV	 (Gruppe	 1).	 Die	 Vektoren	
wurden	 entweder	mit	 lacZ	 beladen	 oder	mit	 dem	 Transkriptionsfaktor	 SOX9.	 LacZ-
beladene	 Vektoren	 teilten	 wir	 den	 Kontrollgruppen	 zu,	 solche	 mit	 SOX9	 den	
Therapiegruppen.	Dabei	wurde	jeweils	rechtes	und	linkes	Knie	eines	Tieres	alterniert.	








Abbildung 3: Gruppeneinteilung. Gruppe 1 rAAV-Vektoren; Gruppe 2 rAAV-Vektoren + 




Für	 die	 Studie	 wurden	 zwölf	 adulte	 weibliche	 Göttinger	 Minipigs	 mit	 einem	
durchschnittlichen	 Körpergewicht	 von	 38,9	 ±	 5,3	 kg	 verwendet.	 Die	 Versuchstiere	
wurden	 gemäß	 des	 Tierschutzgesetzes	 im	 Institut	 für	 klinisch-experimentelle	
Chirurgie	an	der	Universität	des	Saarlandes	regelrecht	gehalten.	 Ihnen	stand	Wasser	




Die	 Tiere	 wurden	 an	 beiden	 Knien	 unter	 sterilen	 Bedingungen	 unter	
Allgemeinanästhesie	 im	 Institut	 für	 klinisch-experimentelle	 Chirurgie	 an	 der	
Universität	des	Saarlandes	von	Prof.	Dr.	Henning	Madry	unter	Assistenz	von	Kathrin	
Müller-Brandt	 operiert.	 Nach	 zwölfstündigem	 Fasten	 wurden	 die	 Tiere	 durch	 eine	
intramuskuläre	Injektion	von	30	mg	Ketavet,	2	mg	Xylazin	und	1	mg	Atropin	sediert	
und	mit	intravenöser	Applikation	von	20	ml	2%igem	Propofol	narkotisiert.	Über	eine	
endotracheale	 Intubation	 wurde	 die	 Atemwegssicherung	 gewährleistet.	 Die	
Allgemeinanästhesie	 wurde	 durch	 das	 Inhalationsnarkotikum	 Isofluran	 (1,5%)	 und	
intravenöser	Propofolgabe	(6-20	mg/kg	KG/h)	aufrechterhalten.	Nach	Rasur,	sterilem	
Abwaschen	 und	 Abdecken	 erfolgte	 in	 Rückenlagerung	 ein	 medialer	 Zugang	 zum	
Kniegelenk	 mit	 Lateralisierung	 der	 Patella	 um	 die	 Trochlea	 femoris	 darzustellen.	
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Mithilfe	 einer	 Biopsie-Stanze	 wurden	 manuell	 kreisrunde	 chondrale	 Defekte	 in	 die	
Trochlea	 femoris	 eingebracht.	 Pro	 Trochlea	 wurden	 vier	 Defekte	mit	 jeweils	 einem	
Durchmesser	 von	 4	mm	 gesetzt.	 Innerhalb	 der	 Defektzonen	wurden	 zusätzlich	 drei	
Mikrofrakturierungen	mit	 einer	 speziell	 gefertigten	Ahle	 (1,2	mm	Durchmesser	 und	
5,0	 mm	 Tiefe)	 durchgeführt.	 Anschließend	 wurden	 diese	 Defekte	 entsprechend	 der	
Gruppenzuordnung	 behandelt.	 Ein	 Knie	 erhielt	 in	 jedem	 Defekt	 rAAV-SOX9,	 das	
gegenseitige	 rAAV-lacZ,	 jeweils	 rechts	 und	 links	 alternierend.	 Darauf	 folgte	 der	
schichtweise	Wundverschluss	mit	Hautverschluss	in	Einzelknopftechnik.	Postoperativ	
wurden	 die	 Tiere	 regelmäßig	 auf	 Verhalten,	 Wundstatus,	 Gewicht	 und	
Bewegungsverhalten	 für	 insgesamt	 30	 Tage	 überprüft.	 Dabei	 war	 den	 Tieren	 die	




Abbildung 4: Operation. A Eröffnung des Kniegelenks mit Darstellung der Trochlea femoris; B  
Knochenmarkaspiration; C Markierung der  Defekte mittels Stanze; D  Fertigung der chondralen Defekte; 
E  Mikrofrakturierung innerhalb der Defekte mithilfe einer Ahle; F  Vektorapplikation; G Applikation  von 







(Narcoren;	 150	 mg/kg	 KG)	 und	 nachfolgend	 Luft	 (10	 ml)	 getötet.	 Die	 Kniegelenke	
wurden	 exartikuliert	 um	 die	 Trochleae	 entnehmen	 zu	 können.	 Dabei	 zeigten	 sich	
keine	 Hinweise	 auf	 Defizite	 im	 Heilungsprozess.	 Die	 Proben	 wurden	 direkt	 nach	




Die	 Defektreparatur	 wurde	 mithilfe	 des	 neu	 entwickelten	 semiquantitativen	
Homburger	 Bewertungssystems	 (Goebel	 et	 al.,	 2012)	 und	 des	 Oswestry-
Bewertungssystems	 (van	 den	 Borne	 et	 al.,	 2007)	 hinsichtlich	 Defektauffüllung,	



























Semiquantitatives Bewertungssystem zur makroskopischen Beurteilung des Reparaturgewebes. Die 





































Semiquantitatives  Bewertungssystem  zur makroskopischen Beschreibung des  Reparaturgewebes. 








von	 70	 kV	 und	 eine	 Stromstärke	 von	 140	 mA	 sowie	 einen	 Filter	 aus	 Kupfer	 und	
Aluminium.	 Die	 Bilder	 wurden	 anschließend	 mithilfe	 eines	 modifizierten	 Feldkamp	
Strahlenkegel	 Algorithmus	 (Feldkamp	 et	 al.,	 1989)	 rekonstruiert	 (NRecon,	 Skyscan)	
und	in	die	Frontalebene	rotiert	(CTVol,	Skyscan).	Die	Auswertung	der	generierten	CT-
Bilder	erfolgte	 innerhalb	bestimmter	Regions	of	interests	 (ROI)	mithilfe	der	Software	
CT-Analyzer	 (CTAn,	 Skyscan).	 Wir	 definierten	 die	 ROIs	 wie	 folgt:	 „Subchondrale	
Knochenplatte	–	Defekt	(SBP–defect)“	und	„Subchondrale	Knochenplatte	–	angrenzend	
(SBP–adjacent)“	 für	 die	 subchondrale	 Knochenplatte	 im	 Bereich	 des	 chondralen	
Defekts	bzw.	angrenzend	zum	Defekt	sowie	entsprechend	für	die	Spongiosa	unterhalb	
der	 Defektzone	 „Subartikuläre	 Spongiosa	 –	 Defekt	 (SAS–defect)“	 und	 die	 daran	
angrenzende	Spongiosa	„Subartikuläre	Spongiosa	–	angrenzend	(SAS–adjacent)“	(Orth	
et	al.,	2012).	Die	maximale	Ausdehnung	der	ROIs	legten	wir	auf	3	mm	in	die	Tiefe	und	




Abbildung 5:  Auswertung der µ-CT-Bilder anhand der regions of interests. Die Bereiche wurden so 
gewählt, dass ein repräsentativer Bereich erfasst und eine Überlappung der einzelnen Bereiche 
vermieden wurde. Orange = subchondrale Knochenplatte –  Defekt (SBP –  defect); blau = Subchondrale 
Knochenplatte –  angrenzend (SBP –  adjacent); grün = Subartikuläre Spongiosa –  Defekt (SAS –  defect); 
rot = Subartikuläre Spongiosa  –  angrenzend  (SAS –  adjacent).  
	
In	 jedem	 ROI	 wurden	 mithilfe	 des	 CT-Analyzer	 (CTAn,	 Skyscan)	 die	 Werte	 für	 die	
Knochenmineraldichte	 (engl.	 bone	 mineral	 density,	 BMD),	 Knochenvolumenanteil	
(engl.	 bone	 volume	 fraction,	 BV/TV),	 Verhältnis	 Knochenoberfläche/Volumen	 (engl.	
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bone	 surface/bone	 volume,	 BS/BV),	 Knochenoberflächendichte	 (engl.	 bone	 surface	
density,	 (BS/TV)	 und	 Porosität	 (engl.	 total	 porosity,	 Po.tot)	 bestimmt.	 Innerhalb	
Spongiosa-haltiger	 ROIS	 wurden	 zusätzlich	 der	 trabekuläre	 Musterfaktor	 (engl.	
trabecular	 pattern	 factor,	 Tb.Pf),	 der	 Struktur	 Model	 Index	 (engl.	 	 structure	 model	
index,	 SMI),	die	Trabekeldicke	 (engl.	 trabecular	thickness,	Tb.Th),	die	Trabekelanzahl	
(engl.	 trabecular	 number,	 Tb.N),	 die	 trabekuläre	 Separation	 (engl.	 trabecular	
separation,	Tb.Sp),	die	 fraktale	Dimension	(engl.	 fractal	dimension,	FD)	und	der	Grad	
der	 Anisotropie	 (engl.	degree	of	anisotropy,	 DA)	 berechnet.	 Der	 Parameter	 kortikale	









Die	 entkalkten	 Proben	 wurden	 zunächst	 in	 einer	 Alkoholreihe	 mit	 aufsteigenden	














Zur	 histologischen	Auswertung	 färbten	wir	 nach	 Safranin-O-Echtgrün.	Dazu	wurden	
die	 Präparate	 zunächst	 schrittweise	 in	 Ethanol	 von	 absteigender	 Konzentration	
(100%,	95%,	80%)	entparaffiniert	und	bewässert.	Daran	schloss	 ich	eine	Exposition	
gegenüber	 Hämatoxylin	 nach	 Weigert	 (12	 min),	 Echtgrün	 für	 (5	 min)	 und	 1%iger	
Essigsäure	(5	s)	an.	Überschüssige	Färbelösungen	wurden	durch	Waschen	 in	klarem	
Wasser	 entfernt.	 Zuletzt	 führten	 wir	 eine	 Gegenfärbung	 mit	 Safranin-O	 (10	 min)	
durch.	 Nachdem	 überschüssige	 Lösung	 wieder	 ausgewaschen	 wurde,	 erfolgte	 die	
Fixierung	und	Entwässerung	 in	einer	Alkoholreihe	von	zunehmender	Konzentration.	
Zum	 Schluss	 wurden	 die	 Präparate	 auf	 den	 Objektträgern	 mit	 Deckgläschen	 und	
Eindecklösung	eingedeckt.	In	den	mit	Safranin-O	gefärbten	Präparaten	beurteilten	wir	
das	 Reparaturgewebe	 sowie	 den	 unterhalb	 des	 Defekts	 liegenden	 subchondralen	
Knochen.	Hierfür	 verwendeten	wir	 das	 unten	dargestellte	 Punktesystem	 (Tabelle	 8)	
(Sellers	et	al.,	1997).	Von	jedem	Defekt	wurden	mindestens	acht	Schnitte	bei	20-,	40-	
und	 100facher	 Vergrößerung	 ausgewertet.	 Da	 wir	 für	 die	 vorliegende	 Arbeit	
chondrale	 Defekte	 untersuchten,	 modifizierten	 wir	 das	 unter	 Punkt	 7	 genannte	
Kriterium	 so,	 dass	 der	 subchondrale	 Knochen	 beurteilt	 wird	 und	 nicht,	 wie	
ursprünglich	 von	Sellers	et	al.	 bei	 osteochondralen	Defekten	vorgeschlagen,	 der	neu	
gebildete	Knochen.		
	





















































































































Semiquantitatives Bewertungssystem histologischen Beschreibung des Reparaturgewebes im 
Gelenkknorpel.  Maximal sind 31 Punkte erreichbar, wobei  eine niedrige Punktzahl eine  gute 





Zunächst	 wurden	 die	 Präparate	 wie	 unter	 5.7.1	 beschrieben	 entparaffiniert.	 Dann	
wurden	 sie	 für	 10	 min	 in	 Hämatoxylin-Lösung	 gefärbt,	 anschließend	 wurde	
überschüssige	Lösung	mit	Leitungswasser	abgespült.	Nach	kurzer	Differenzierung	 in	
HCl-Lösung	 (2	 s)	 und	 warmen	 Wasser	 (5	 min)	 folgte	 die	 Färbung	 in	 Eosin	 (10	 s).	




entparaffiniert	 (vgl.	 5.7.1)	 und	 in	 0,3%igem	 H2O2	 (30	 min)	 vorbehandelt.	 Nach	
zweifachem	Spülen	in	PBS	folgte	die	Exposition	gegenüber	Trypsin	(0,1%)	für	10	min	
und	 nach	 erneutem	 Spülen	 mit	 PBS	 diejenige	 gegenüber	 blocking	 buffer	 (30	 min).	
Danach	wurden	 die	 Präparate	mit	 dem	Antiköper	 gegen	 Kollagenfasern	 vom	 Typ	 II	
(Verdünnung	1:90)	 inkubiert	(1h).	Nach	der	 Inkubation	wurden	die	Proben	zweimal	
mit	 PBS	 gespült	 und	 anschließend	 dem	 sekundären	 Antikörper	 (Verdünnung	 1:45)	
über	 Nacht	 bei	 4°C	 ausgesetzt.	 Überschüssige	 Lösung	 wurde	 durch	 Spülen	mit	 PBS	
entfernt.	Schließlich	wurden	die	sekundären	Antikörper	durch	Inkubation	mit	Avidin-
Biotin-Peroxidase-Reagenz	 (30	 min,	 vorbereitet	 nach	 Herstellerangaben)	 und	 DAB-
Reagenz	(7	min,	vorbereitet	nach	Herstellervorgaben)	sichtbar	gemacht.	Zum	Schluss	
wurden	 die	 Präparate	 entwässert	 und	 die	 Färbung	 fixiert	 (vgl.	 5.7.1).	 Anhand	 der	




Tabelle 9: Immunreaktivität des Typ-II-Kollagens  im Defektgewebe  
Farbintensität	im	Vergleich	zu	umliegenden	Knorpelgewebe	 		 Punkte	
Keine	Immunreaktivität	











Stärkere	Immunreaktivität	 		 		 		 		 4	
Die Beurteilung der Immunreaktivität erfolgte anhand der Farbintensität im Vergleich zum umliegenden 





Im	 Sinne	 des	 Konzepts	 der	 osteochondralen	 Einheit	 sind	 nachfolgend	 sowohl	 die	
therapeutischen	Effekte	auf	die	Knorpelreparatur	als	auch	auf	die	Rekonstruktion	des	
subchondralen	Knochens	 dargestellt.	 Obwohl	 es	 sich	 um	 chondrale	Defekte	 handelt,	
induziert	die	Mikrofrakturierung	auch	Veränderungen	des	subchondralen	Knochens.		
	
6.1 Effekt	 von	 rAAV-SOX9	 auf	 die	 osteochondrale	 Reparatur	 nach	 vier	
Wochen	in	vivo	
6.1.1 Semiquantitativ-makroskopische	Auswertung	der	Knorpelreparatur	
Die	 Knorpelreparatur	 wurde	 makroskopisch	 semiquantitativ	 mithilfe	 der	
Bewertungssysteme	 nach	 Oswestry	 und	 Goebel	 et	 al.	 wie	 weiter	 oben	 beschrieben	
(siehe	Tabelle	6	bzw.	Tabelle	7)	beurteilt	und	anschließend	mit	dem	Effekt	von	rAAV-
lacZ	 verglichen.	 Nach	 Applikation	 von	 rAAV-lacZ	 entwickelte	 sich	 ein	 Defektgewebe	
mit	durchschnittlich	durchscheinender	Farbe	(mittlere	Punktzahl:	2,83).	Es	waren	 in	
75%	 der	 Defekte	 Blutgefäße	 zu	 sehen.	 Die	 meist	 unregelmäßige	 Oberfläche	 wies	
Fibrillationen	 und	 Risse	 auf.	 Der	 Defekt	 war	 nie	 komplett	 aufgefüllt;	 die	 mittlere	
Füllhöhe	 betrug	 meist	 weniger	 als	 50%.	 Der	 angrenzende	 Knorpel	 wurde	 kaum	
beeinträchtigt	(mittlere	Punktzahl:	0,5).	Das	Reparaturgewebe	war	in	nur	weniger	als	








Die	 Oberflächenstruktur	 war	 im	 Mittel	 glatt,	 vereinzelt	 wurde	 sie	 von	 Rissen	









Tabelle 10:	Effekt von rAAV-SOX9 auf die chondrale Reparatur im Bewertungssystem nach Goebel et al.  
Kategorie	 rAAV	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Farbe	 2,83	±	0,75	 2,33	±	0,82	 -0,50	 0,257	
Blutgefäße	 3,00	±	0,63	 1,83	±	1,47	 -1,17	 0,216	
Oberflächenstruktur	 2,00	±	1,26	 1,50	±	1,22	 -0,50	 0,524	
Füllung	 2,33	±	0,82	 1,83	±	0,98	 -0,50	 0,180	
Angrenzender	Knorpel	 0,50	±	0,84	 0,33	±	0,82	 -0,17	 0,785	
Gesamt	 10,67	±	1,86	 7,83	±	2,56	 -2,83	 0,071	




Tabelle 11:	Effekt von rAAV-SOX9 auf die Knorpelreparatur im Oswestry-Bewertungssystem  
Kategorie	 rAAV	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Höhe	 0,00	±	0,00	 0,33	±	0,52	 0,33	 0,157	
Integration	 0,67	±	0,52	 1,50	±	0,55	 0,83	 0,025*	
Oberflächenstruktur	 1,50	±	0,84	 2,00	±	0,00	 0,50	 0,180	
Farbe		 1,00	±	0,63	 0,67	±	0,82	 -0,33	 0,027*	
Gesamt	 3,17	±	1,17	 4,50	±	1,76	 1,33	 0,034*	
Die semiquantitative makroskopische Auswertung wurde nach vier Wochen in vivo  durchgeführt. SA = 




Für	 die	 Beurteilung	 des	 Reparaturgewebes	 wurden	 die	 histologischen	 Schnitte	 wie	
oben	 beschrieben	 nach	 Safranin-O-Echtgrün	 gefärbt	 und	 mithilfe	 des	 in	 Tabelle	 8	
dargestellten	 Bewertungssystems	 analysiert.	 Im	 Durchschnitt	 ist	 eine	
Defektauffüllung	 von	 50-90%	 im	 Vergleich	 zur	 Dicke	 des	 umliegenden	 Knorpels	
Ergebnisse	
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erreicht	worden	 (mittlere	Punktzahl:	1,9).	Die	 Integration	des	Defektgewebes	 in	das	
angrenzende	 Knorpelgewebe	 war	 stets	 gekennzeichnet	 durch	 eine	 verminderte	
Zellularität,	 eine	 Spaltbildung	 fand	 sich	 regelmäßig	 (mittlere	 Punktzahl:	 1,4).	 Die	
Färbbarkeit	 der	Matrix	war	 stark	 vermindert.	Morphologisch	 präsentierten	 sich	 die	
Zellen	des	Defektgewebes	hauptsächlich	als	spindelförmig	(mittlere	Punktzahl:	4,54).	
Die	 Strukturierung	 des	 Defektgewebes	 war	 teilweise	 durchsetzt	 von	 kleinen	 bis	
mittelgroßen	 Unterbrechungen.	 Dagegen	 stellte	 sich	 die	 Oberflächenstruktur	 als	
annähernd	 normal	 dar	 (mittlere	 Punktzahl:	 0,54).	 Eine	 Regeneration	 der	 Tidemark	
erfolgte	nicht.		
	
Vergleichend	 zur	 Kontrollgruppe	 kam	 es	 zu	 einer	 besseren	 Defektauffüllung	 durch	
rAAV-SOX9	 (mittlere	 Punktzahl:	 1,65).	 Die	 Integration	 in	 den	 umliegenden	 Knorpel	
spiegelte	 sich	 in	 einer	 verminderten	 Zellularität	wieder.	 Ähnlich	 zur	Kontrollgruppe	









Abbildung 6:  Histologische Darstellung des Effekts von rAAV-SOX9 auf die Knorpelreparatur nach vier 
Wochen in vivo. Obere Reihe der Abbildung zeigt die rAAV-lacZ-Kontrollgruppe, die linke Hälfte zeigt 





Tabelle 12:	Effekt von rAAV-SOX9 auf die Knorpelreparatur im Bewertungssystem nach Sellers et al.  
Kategorie	 rAAV(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Defektfüllung		 1,90	±	0,15	 1,65	±	0,15	 -0,25	 0,25	
Integration	 1,40	±	0,09	 1,46	±	0,09	 0,06	 0,62	
Matrixfärbbarkeit	 3,54	±	0,09	 3,38	±	0,09	 -0,16	 0,19	
Zellmorphologie	 4,54	±	0,11	 4,40	±	0,11	 -0,14	 0,35	
Defektarchitektur	 2,35	±	0,11	 2,13	±	0,11	 -0,22	 0,14	
Oberflächenarchitektur	 0,54	±	0,10	 0,40	±	0,10	 -0,14	 0,31	
Subchondraler	Knochen	 2,58	±	0,13	 1,96	±	0,13	 -0,62	 <0,001*	
Tidemark	 3,98	±	0,02	 4,00	±	0,02	 0,02	 0,32	
Gesamtpunktwert		 20,83	±	0,47	 19,35	±	0,47	 -1,48	 0,027*	
Die semiquantitativ mikroskopische Auswertung erfolgte  nach vier  Wochen in vivo. SA  = 










Abbildung 7:  Darstellung des Gehalts an Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe nach vier Wochen in vivo. 
Obere Reihe: rAAV-lacZ-Kontrollgruppe; links: Polarisationsmikroskopie; rechts: Immunhistochemie; 




Tabelle 13: Effekt von rAAV-SOX9 auf den Typ-II-Kollagengehalt  im Defekt  
	 rAAV	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Farbintensität	im	Vergleich	zu	
umliegenden	Knorpelgewebe	 0,5±0,55	 0,8±0,75	 0,3	 0,046*	
Die semiquantitative Analyse erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; * = 
statistisch signifikant.  
	




die	 Knochenmineraldichte	 (BMD)	 in	 der	 subartikulären	 Spongiosa	 durch	 die	
Exposition	 gegenüber	 rAAV-SOX9	 im	 Vergleich	 zur	 Exposition	 gegenüber	 rAAV-lacZ	
(Kontrollgruppe)	zu.	Ähnlich	verhält	es	sich	mit	dem	Knochenvolumenanteil	(BV/TV),	
der	 Trabekelanzahl	 (Tb.N),	 der	 Trabekeldichte	 (Tb.Th),	 dem	 Trabekelmusterfaktor	
(Tb.f)	 und	 der	 fraktalen	 Dimension	 (FD).	 Passend	 dazu	 zeigten	 sich	 die	 Porosität	
(Po(tot)),	der	Strukturmodellindex	(SMI)	und	die	Verhältnisse	Knochenoberfläche	zu	









BMD	(mg/cm3)	 410,05	±	222,01	 578,94	±	153,98	 168,89	 0,116	
BV/TV	(%)	 1,24	±	1,22	 1,05	±	1,54	 -0,20	 0,753	
BS/BV	(1/mm)	 172,86	±	76,16	 185,01	±	46,94	 12,15	 0,917	
BS/TV	(1/mm)	 1,65	±	1,44	 1,41	±	1,52	 -0,23	 0,917	
Ct.Th	(mm)	 0,06	±	0,03	 0,05	±	0,00	 -0,02	 0,173	
Po(tot)	(%)	 98,76	±	1,22	 98,95	±	1,54	 0,20	 0,735	
Die mikroskopische Analyse wurde nach vier Wochen in vivo  durchgeführt. SA = Standardabweichung; 
BMD  =  Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = 
Knochenoberfläche/Knochenvolumen; BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Ct.Th = 









BMD	(mg/cm3)	 520,89	±	287,88	 607,00	±	316,33	 86,11	 0,600	
BV/TV	(%)	 36,91	±	3,90	 40,09	±	7,80	 3,18	 0,249	
BS/BV	(1/mm)	 28,25	±	2,99	 25,83	±	2,18	 -2,41	 0,753	
BS/TV	(1/mm)	 10,44	±	1,65	 10,38	±	2,42	 -0,06	 0,753	
Tb.Pf	(1/mm)	 -2,17	±	5,16	 -2,87	±	5,14	 -0,70	 0,600	
SMI	 0,90	±	0,65	 0,76	±	0,66	 -0,14	 0,345	
Tb.Th	(mm)	 0,12	±		0,01	 0,13	±	0,01	 0,01	 0,753	
Tb.N	(1/mm)	 3,01	±	0,50	 3,04	±	0,85	 0,03	 0,917	
Tb.Sp	(mm)	 0,23	±	0,05	 0,23	±	0,07	 0,00	 0,917	
DA	 0,44	±	0,03	 0,43	±	0,04	 0,00	 0,600	
FD	 2,43	±	0,04	 2,44	±	0,03	 0,01	 0,345	
Po(tot)	(%)	 63,09	±	3,90	 59,91	±	7,80	 -3,18	 0,345	
Die mikroskopische Analyse erfolgte  nach vier Wochen in vivo.  SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Tb.Pf  =   Trabekulärer Musterfaktor; SMI = 
Strukturmodellindex; Tb.Th= Trabekeldicke;  Tb.N  = Trabekelanzahl; Tb.Sp  = Trabekelabstand; DA  = 




Wochen	 in	 vivo	 unter	 Exposition	 gegenüber	 rAAV-SOX9	 zu	 verschiedenen	 geringen	
Veränderungen:	 die	 Knochenmineraldichte	 (BMD),	 die	 Porosität	 (Po(tot)),	 der	
Strukturmodellindex	 (SMI),	 der	 trabekuläre	 Musterfaktor	 (Tb.Pf)	 und	 der	
Trabekelabstand	 (Tb.Sp)	 nahmen	 zu,	 der	 Knochenvolumenanteil	 (BV/TV),	 die	
Trabekelanzahl	 (Tb.N)	und	die	 fraktale	Dimension	(FD)	nahmen	ab	 im	Vergleich	zur	










BMD	(mg/cm3)	 585,94	±	268,01	 648,42	±	210,48	 62,48	 0,917	
BV/TV	(%)	 41,80	±	5,65	 39,81	±	9,76	 -1,99	 0,463	
BS/BV	(1/mm)	 30,55	±	4,65	 31,20	±	4,35	 0,65	 0,753	
BS/TV	(1/mm)	 12,62	±	1,62	 12,11	±	1,97	 -0,51	 0,345	
Tb.Pf	(1/mm)	 -2,10	±	4,10	 -1,36	±	4,12	 0,74	 0,345	
SMI	 0,69	±	0,58	 0,71	±	0,41	 0,02	 0,917	
Tb.Th	(mm)	 0,11	±	0,02	 0,11	±	0,01	 0,00	 0,753	
Tb.N	(1/mm)	 3,81	±	0,59	 3,63	±	0,64	 -0,17	 0,463	
Tb.Sp	(mm)	 0,17	±	0,02	 0,19	±	0,05	 0,01	 0,345	
DA	 0,47	±	0,04	 0,47	±	0,06	 -0,01	 0,6	
FD	 2,41	±	0,09	 2,39	±	0,05	 -0,01	 0,917	
Po(tot)	(%)	 58,20	±	5,65	 60,19	±	9,76	 1,99	 0,463	
Die mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo;  SA  =  Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV  =  Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Tb.Pf  =   Trabekulärer Musterfaktor; SMI  = 
Strukturmodellindex; Tb.Th= Trabekeldicke;  Tb.N  = Trabekelanzahl; Tb.Sp  = Trabekelabstand; DA  = 
Grad der Anisotropie; FD  = Fraktale Dimension; Po(tot)  =  Gesamtporosität.  
	
 




BMD	(mg/cm3)	 565,61	±	253,53	 700,48	±	185,68	 134,86	 0,173	
BV/TV	(%)	 80,35	±	7,44	 81,64	±	9,82	 1,28	 0,753	
BS/BV	(1/mm)	 50,39	±	3,01	 49,70	±	8,78	 -0,69	 0,917	
BS/TV	(1/mm)	 40,43	±	3,81	 40,35	±	7,91	 -0,08	 0,345	
Ct.Th	(mm)	 0,08	±	0,02	 0,09	±	0,04	 0,00	 0,6	
Po(tot)	(%)	 19,65	±	7,44	 18,36	±	9,82	 -1,28	 0,753	
Die mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD = 
Knochenmineraldichte; BV/TV = Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 




6.2 Effekt	 von	 rAAV-SOX9	 in	 Knochenmarkaspirat	 auf	 die	
osteochondrale	Reparatur	nach	vier	Wochen	in	vivo	
6.2.1 Semiquantitativ-makroskopische	Auswertung	der	Knorpelreparatur	
Die	 makroskopische	 Auswertung	 der	 Knorpelreparatur	 erfolgte	 wie	 unter	 5.4	
beschrieben.	 Der	 Effekt	 von	 rAAV-SOX9	 in	 Knochenmarkaspirat	 auf	 die	
Knorpelreparatur	 wurde	 mit	 dem	 Effekt	 von	 rAAV-lacZ	 in	 Knochenmarkaspirat	
verglichen,	 wobei	 zuletzt	 genannte	 Defekte	 als	 Kontrollgruppe	 zusammengefasst	
wurden.	 Innerhalb	 dieser	 ließ	 sich	 eine	 ähnliche	 Knorpelreparatur	wie	 in	 Abschnitt	
6.1.1	beschrieben	beobachten.	Defekte,	die	mit	rAAV-SOX9	behandelt	wurden,	zeigten	
dagegen	 eine	 bessere	 Reparatur.	 Die	 Farbe	 des	Defektgewebes	war	 durchscheinend	
bis	 weiß	 (mittlere	 Punktzahl:	 2,33	 bzw.	 1,17),	 wodurch	 in	 25-50%	 des	 Gewebes	
Blutgefäße	zu	erkennen	waren.	Heterogen	und	von	feinen	Rissen	unterbrochen	stellte	
sich	 die	 Oberfläche	 des	 Defektgewebes	 dar.	 Die	 Oberfläche	 des	 angrenzenden	
Knorpels	 blieb	 unbeeinflusst	 (mittlere	 Punktzahl:	 0,17),	 wobei	 die	 Integration	 in	




Tabelle 18: Effekt von rAAV in Knochenmarkaspirat auf die Knorpelreparatur im Bewertungssystem nach 
Goebel et al.  
Kategorie	 rAAV	in	BMA	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Farbe	 2,33	±	1,21	 2,33	±	1,21	 0,00	 1,000	
Blutgefäße	 3,00	±	1,10	 2,11	±	1,03	 -0,76	 0,194	











Gesamt	 9,50	±	4,46	 8,17	±	4,49	 -1,33	 0,498	
Die semiquantitative makroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. BMA = 










Tabelle 19:  Effekt von rAAV in Knochenmarkaspirat auf die Knorpelreparatur im Oswestry-
Bewertungssystem  
Kategorie	 rAAV	in	BMA	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Höhe	 0,50	±	0,84	 0,83	±	0,98	 0,33	 0,317	
Integration	 0,50	±	0,55	 1,33	±	0,52	 0,83	 0,059	
Oberflächenstruktur	 1,00	±	0,63	 1,33	±	0,82	 0,33	 0,317	
Farbe		 1,00	±	0,89	 1,17	±	0,98		 0,17	 0,656	
Gesamt	 3,00	±	2,53	 4,67	±	2,73	 1,76	 0,096	
Die semiquantitative makroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. BMA = 




Die	 histologische	 Auswertung	 erfolgte	 wie	 unter	 5.7.1	 erläutert.	 Durch	 Applikation	
von	 rAAV-lacZ	 in	 Knochenmarkaspirat	 in	 die	 chondralen	 Defekte	 ergab	 sich	 eine	
ähnliche	 Knorpelreparatur	 wie	 in	 Abschnitt	 6.1.2.1	 beschrieben.	 Im	 Vergleich	 dazu	
führte	 die	 Applikation	 von	 rAAV-SOX9	 in	 Knochenmarkaspirat	 insgesamt	 zu	 einer	
signifikant	 besseren	 Knorpelreparatur	 (P	 =	 0,046).	 Dabei	 ließ	 sich	 eine	 signifikant	
bessere	Färbung	der	Matrix	feststellen	(P	=	0.018).	Die	Zellen	im	Defektgewebe	waren	
hauptsächlich	 rund	 und	 somit	 hyalinem	 Knorpel	 signifikant	 ähnlicher	 als	 in	 der	







Abbildung 8:  Histologische Darstellung des Effekts von rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat auf die 
Knorpelreparatur vier Wochen postoperativ. Obere Reihe: rAAV-lacZ-Kontrollgruppe; links: HE-Färbung; 
rechts: Safranin-O-Färbung; Pfeile zeigen die Defektgrenzen; der Maßstabsbalken entspricht 100 µm.  
	
	
Tabelle 20:  Effekt von rAAV in Knochenmarkaspirat auf die Knorpelreparatur im Bewertungssystem nach 
Sellers et al.  
Kategorie	 rAAV	in	BMA	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	
lacZ	 SOX9	
Defektfüllung		 1,27	±	0,13	 1,40	±	0,13	 0,13	 0,50	
Integration	 1,44	±	0,08	 1,25	±	0,08	 -0,19	 0,09	
Matrixfärbbarkeit	 3,46	±	0,10	 3,13	±	0,10	 -0,33	 0,018*	
Zellmorphologie	 4,25	±	0,14	 3,77	±	0,14	 -0,48	 0,019*	
Defektarchitektur	 2,40	±	0,10	 2,06	±	0,10	 -0,34	 0,017*	
Oberflächenarchitektur	 1,08	±	0,12	 0,44	±	0,12	 -0,64	 <0,001*	
Subchondraler	Knochen	 1,81	±	0,15	 2,25	±	0,15	 0,44	 0,035*	
Tidemark	 3,98	±	0,02	 4,00	±	0,02	 0,02	 0,32	
Gesamtpunktwert		 19,69	±	0,33	 18,29	±	0,33	 -1,40	 0,003*	
Die semiquantitative mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. BMA = 
Knochenmarkaspirat; SA = Standardabweichung; * = statistisch signifikant.  
6.2.2.2 Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie	
Die	 immunhistochemische	 Färbung	 wurde	 wie	 oben	 erläutert	 durchgeführt	 und	
anschließend	anhand	des	in	Tabelle	9	gezeigten	Schemas	bewertet.	Es	zeigte	sich	eine	
signifikant	 geringere	 Immunreaktivität	 in	 der	 Kontrollgruppe	 (rAAV-lacZ	 in	






Abbildung 9:  Darstellung des Gehalts an Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe nach vier Wochen in vivo. 
Obere Reihe: rAAV-lacZ-Kontrollgruppe; links: Polarisationsmikroskopie; rechts:  Immunhistochemie; 
Pfeile zeigen Defektgrenzen; der Maßstabsbalken entspricht 100 µm.  
	
	






umliegenden	Knorpelgewebe	 0,8±0,41	 0,7±0,82	 0,17	 0,046*	
Die semiquantitative mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. BMA = Knochenmarkaspirat; SA 
= Standardabweichung; * = statistisch signifikant. 
 




rAAV-SOX9	 in	 Knochenmarkaspirat	 auf	 die	 subartikuläre	 Spongiosa	 im	 Bereich	 des	
Defektes	 zeigten	 sich	 nach	 vier	 Wochen	 in	 vivo	 eine	 Zunahme	 der	
Knochenmineraldichte	(BMD),	der	Porosität	(Po(tot)),	des	Strukturmodellindex	(SMI)	














BMD	(mg/cm3)	 599,87	±	234,19	 756,14	±	189,89	 156,27	 0,028*	
BV/TV	(%)	 46,07	±	6,38	 42,94	±	7,79	 -3,125	 0,688	
BS/BV	(1/mm)	 26,49	±	3,47	 25,76	±	2,40	 -0,727	 1,000	
BS/TV	(1/mm)	 12,08	±	1,24	 10,98	±	1,82	 -1,093	 0,219	
Tb.Pf	(1/mm)	 -5,40	±	5,26	 -2,38	±	4,13	 3,020	 0,219	
SMI	 0,48	±	0,78	 0,81	±	0,70	 0,329	 0,219	
Tb.Th	(mm)	 0,13	±	0,02	 0,14	±	0,01	 0,008	 1,000	
Tb.N	(1/mm)	 3,61	±	0,53	 3,15	±	0,59	 -0,460	 0,031	
Tb.Sp	(mm)	 0,17	±	0,02	 0,20	±	0,05	 0,031	 0,688	
DA	 0,39	±	0,03	 0,38	±	0,03	 -0,012	 0,688	
FD	 2,48	±	0,02	 2,44	+	0,02	 -0,038	 0,031	
Po(tot)	(%)	 53,93	±	6,38	 57,06	±	7,79	 3,125	 0,688	
Die mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. BMA = Knochenmarkaspirat; SA = 
Standardabweichung; BMD  =  Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = 
Knochenoberfläche/Knochenvolumen; BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Tb.Pf  = Trabekulärer 
Musterfaktor; SMI = Strukturmodellindex; Tb.Th  = Trabekeldicke;  Tb.N  = Trabekelanzahl; Tb.Sp  = 
Trabekelabstand; DA  = Grad der Anisotropie; FD = Fraktale Dimension; Po(tot) = Gesamtporosität. 
	
	




BMD	(mg/cm3)	 460,05	±	196,34	 547,20	±	188,24	 87,16	 0,173	
BV/TV	(%)	 1,19	±	0,95	 0,89	±	0,85	 -0,30	 0,917	
BS/BV	(1/mm)	 162,76	±	21,37	 196,36	±	38,99	 6,60	 0,917	
BS/TV	(1/mm)	 1,83	±	1,33	 1,34	±	1,02	 -0,50	 0,753	
Ct.Th	(mm)	 0,05	±	0,01	 0,03	±	0,01	 -0,02	 0,028*	
Po(tot)	(%)	 98,81	±	0,95	 99,11	±	0,85	 0,30	 0,917	
Die mikroskopische Analyse erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; *  = 
statistisch signifikant;  BMD  =  Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = 
Knochenoberfläche/Knochenvolumen; BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Ct.Th = 






durch	 rAAV-SOX9	 in	 Knochenmarkaspirat	 diverse	 Veränderungen,	 wie	 eine	
numerisch	 größere	Knochenmineraldichte	 (BMD).	 Genauso	 verhielt	 es	 sich	mit	 dem	
Knochenvolumenanteil	 (BV/TV).	 Auch	 in	 der	 subchondralen	 Knochenplatte	 nahmen	
beispielsweise	 die	 Knochenmineraldichte	 und	 der	 Knochenvolumenanteil	 im	
Vergleich	zur	Kontrollgruppe	zu.	Die	übrigen	Parameter	Porosität,	Kortikalisdicke	und	
die	 Verhältnisse	 Knochenoberfläche	 zu	Knochenvolumen	 und	Knochenoberfläche	 zu	








BMD	(mg/cm3)	 667,43	±	246,31	 753,59	±	203,42	 86,16	 0,173	
BV/TV	(%)	 41,66	±	9,96	 44,19	±	10,91	 2,53	 0,249	
BS/BV	(1/mm)	 30,49	±	5,46	 27,87	±	6,15	 -2,62	 0,116	
BS/TV	(1/mm)	 12,35	±	1,94	 11,90	±	1,46	 -0,45	 0,753	
Tb.Pf	(1/mm)	 -1,80	±	6,16	 -2,05	±	4,41	 -0,25	 0,463	
SMI	 0,80	±	0,07	 0,60	±	0,68	 -0,20	 0,463	
Tb.Th	(mm)	 0,37	±	0,64	 0,24	±	0,29	 -0,14	 0,600	
Tb.N	(1/mm)	 3,64	±	0,57	 3,63	±	0,54	 -0,01	 0,917	
Tb.Sp	(mm)	 0,17	±	0,03	 0,18	±	0,05	 0,00	 0,753	
DA	 0,46	±	0,05	 0,43	±	0,07	 -0,03	 0,173	
FD	 2,38	±	0,08	 2,40	±	0,08	 0,02	 0,753	
Po(tot)	(%)	 58,34	±	9,96	 55,81	±	10,91	 -2,53	 0,249	
Die mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Tb.Pf  = Trabekulärer Musterfaktor; SMI = 
Strukturmodellindex; Tb.Th  = Trabekeldicke;  Tb.N  = Trabekelanzahl; Tb.Sp  = Trabekelabstand; DA  = 









BMD	(mg/cm3)	 673,87	±	244,95	 697,21	±	183,63	 23,34	 0,463	
BV/TV	(%)	 75,97	±	8,98	 82,17	±	4,51	 6,19	 0,116	
BS/BV	(1/mm)	 55,39	±	10,45	 50,16	±	6,13	 -5,24	 0,753	
BS/TV	(1/mm)	 41,53	±	5,90	 41,27	±	6,13	 -0,25	 0,028	
Ct.Th	(mm)	 0,08	±	0,01	 0,07	±	0,01	 -0,01	 0,173	
Po(tot)	(%)	 24,03	±	8,98	 17,83	±	4,51	 -6,19	 0,116	
Die mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Ct.Th = Kortikalisdicke; Po(tot) = Gesamtporosität.	
	
6.3 Effekt	 von	 rAAV-SOX9	 und	 PCL-Medium	 auf	 die	 Knorpelreparatur	
nach	vier	Wochen	in	vivo	
6.3.1 Semiquantitativ-makroskopische	Auswertung	der	Knorpelreparatur	
Die	makroskopische	 Auswertung	 des	 Effekts	 von	 rAAV-SOX9	 kombiniert	 mit	 einem	
PCL-Trägermedium	 und	 Knochenmarkaspirat	 erfolgte	 wie	 in	 Abschnitt	 5.4	
beschrieben	 im	 Vergleich	 zum	 Effekt	 von	 rAAV-lacZ,	 (Kontrollgruppe).	 Innerhalb	
dieser	bildete	 sich	 ein	Defektgewebe	aus,	 das	 im	Mittel	 eine	durchscheinende	Farbe	
aufwies	 bzw.	 gelblich	 knöchern	 erschien.	 In	 durchschnittlich	 50-75%	 des	 Gewebes	
waren	Blutgefäße	 zu	 erkennen.	Das	Niveau	des	 benachbarten	Knorpels	wurde	nicht	
erreicht	 (mittlere	 Punktzahl:	 0,0),	 wobei	 sich	 die	 Oberfläche	 des	 Defektgewebes	
inkomplett	 (mittlere	 Punktzahl:	 3,17)	 und	 von	 Rissen	 unterbrochen	 darstellte	
(mittlere	Punktzahl:	0,33).	Die	Integration	des	Gewebes	in	den	umliegenden	Knorpel	
war	inkomplett,	wobei	dieser	wenig	beeinträchtigt	wurde	(mittlere	Punktzahl:	0,83).	
In	 der	 Gruppe	 mit	 rAAV-SOX9-Defekten	 stellte	 sich	 das	 Reparaturgewebe	
durchschnittlich	 durchscheinend	 dar	 (mittlere	 Punktzahl:	 2,8).	 Darin	 waren	 in	 50-
75%	des	Gewebes	Blutgefäße	zu	erkennen	(mittlere	Punktzahl:	3,0).	Das	Niveau	des	
angrenzenden	 Knorpels	 wurde	 nicht	 erreicht.	 Zuletzt	 genannter	 wurde	 kaum	








Tabelle 26:  Effekt des PCL-Mediums  mit rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat auf die chondrale Reparatur 
im Bewertungssystem nach Goebel et al.  
Kategorie	 PCL	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Farbe	 3,67	±	0,52	 2,80	±	0,45	 -0,87	 0,102	
Blutgefäße	 2,83	±	0,89	 3,00	±	0,71	 0,17	 1,000	
Oberflächenstruktur	 3,17	±	0,75	 1,60	±	0,55	 -0,57	 0,038*	
Füllung	 2,83	±	1,17	 2,40	±	0,55	 -0,43	 0,705	
Angrenzender	Knorpel	 0,83	±	0,98	 0,40	±	0,89	 -0,43	 0,317	
Gesamt	 13,33	±	3,14	 10,20	±	1,30	 -3,13	 0,109	
Die semiquantitativ makroskopische Auswertung wurde nach vier Wochen in vivo durchgeführt. SA = 
Standardabweichung; * = statistisch signifikant. 
	
	
Tabelle 27:  Effekt des PCL-Mediums  mit rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat auf die Knorpelreparatur im 
Oswestry-Bewertungssystem  
Kategorie	 PCL	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Höhe	 0,00	±	0,00	 0,00	±	0,00	 0,00	 1,00	
Integration	 0,33	±	0,52	 1,20	±	0,45	 0,87	 0,046*	
Oberflächenstruktur	 0,33	±	0,52	 0,80	±	0,84	 0,47	 0,180	
Farbe		 0,50	±	0,55	 0,60	±	0,55	 0,10	 0,564	
Gesamt	 1,17	±	0,98	 2,60	±	1,14	 1,43	 0,038*	
Die semiquantitativ makroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo.  SA = 











6.1.2.1,	 6.2.2.1	 und	 6.4.2.1).	 In	 der	 Gruppe	 mit	 rAAV-SOX9-PCL-Defekten	 wurde	
durchschnittlich	eine	75-90%ige	Defektfüllung	erreicht.	Die	Integration	in	das	intakte	
Knorpelgewebe	 war	 durch	 verminderte	 Zellularität	 und	 Spalten	 auf	 einer	 Seite	
gekennzeichnet	 und	 somit	 signifikant	 besser	 als	 in	 der	 Kontrollgruppe	 (P	=	 0,042).	





Abbildung 10:  Histologische Darstellung des Effekts von rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat und einem 
PCL-Medium auf die Knorpelreparatur vier Wochen postoperativ. Obere Reihe: rAAV-lacZ-Kontrollgruppe; 
links: HE-Färbung; rechts: Safranin-O-Färbung; Pfeile zeigen die Defektgrenzen; der Maßstabsbalken 
entspricht 100 µm. 
	
	
Tabelle 28:  Effekt des PCL-Mediums  mit rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat auf die chondrale Reparatur 
im Bewertungssystem nach Sellers et al.  
Kategorie	 PCL	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Defektfüllung		 1,00	±	0,90	 0,95	±	0,78	 -0,05	 0,500	
Integration	 1,29	±	0,58	 1,95	±	0,78	 0,66	 0,042*	
Matrixfärbbarkeit	 3,58	±	0,54	 3,33	±	0,83	 -0,26	 0,345	
Zellmorphologie	 4,52	±	0,87	 4,2	±	1,32	 -0,32	 0,893	
Defektarchitektur	 2,63	±	0,91	 2,30	±	0,69	 -3,33	 0,144	
Oberflächenarchitektur	 2,54	±	0,97	 1,00	±	0,75	 -0,04	 0,893	
Subchondraler	Knochen	 2,54	±	0,97	 2,08	±	0,92	 -0,47	 0,225	
Tidemark	 	 4,00	±	0,00	 4,00	±	0,00	 0,00	 1,000	
Gesamtpunktwert		 20,52	±	2,32	 19,80	±	2,92	 -0,68	 0,17	
Die semiquantitativ-mikroskopische Auswertung wurde nach vier  Wochen in vivo  durchgeführt. SA = 






Immunreaktivität	 mithilfe	 des	 in	 Tabelle	 9	 abgebildeten	 Schemas	 semiquantitativ	
ausgewertet.	 Alle	 Defekte,	 die	 rAAV-lacZ	 in	 einem	 PCL-Trägermedium	 erhielten,	
zeigten	eine	signifikant	verminderte	Immunreaktivität	im	Vergleich	zum	umliegenden	





Abbildung 11:  Darstellung des Gehalts an Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe nach vier Wochen in 
vivo. Obere Reihe: rAAV-lacZ-Kontrollgruppe; links: Polarisationsmikroskopie; rechts: 
Immunhistochemie; Pfeile zeigen den Defektbereich an; der Maßstabsbalken entspricht 100 µm. 
	
	
Tabelle 29: Effekt des PCL-Mediums  mit rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat  auf den  Typ-II-Kollagengehalt 
im Defekt  
	 PCL	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Farbintensität	 im	 Vergleich	 zu	
umliegenden	Knorpelgewebe	 1,0	±	0,89	 1,6	±	0,55	 0,6	 0,417	




6.3.3 Semiquantitativ-mikroskopische	 Auswertung	 der	 Reparatur	 des	
subchondralen	Knochens	






vier	Wochen	 in	vivo	 in	der	subartikulären	Spongiosa	 im	Bereich	des	Defekts.	Ebenso	
zeigen	 sie	 eine	 höhere	 Porosität	 (Po(tot))	 und	 einen	 größeren	 Strukturmodellindex	
(SMI).	Der	Grad	der	Anisotropie	(DA),	die	fraktale	Dimension	(FD)	und	das	Verhältnis	
der	 Knochenoberfläche	 zum	 Knochenvolumen	 (BS/BV)	 bzw.	 zum	 Gesamtvolumen	
(BS/TV)	 waren	 geringer.	 Ähnlich	 wie	 in	 der	 subartikulären	 Spongiosa	 war	 die	
Knochenmineraldichte	 in	 der	 subchondralen	 Knochenplatte	 größer	 als	 in	 der	
Kontrollgruppe.	Gleichermaßen	veränderten	sich	der	Knochenvolumenanteil	und	das	






Tabelle 30: Effekt des PCL-Mediums  mit rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat  auf die subchondrale 




BMD	(mg/cm3)	 455,27	±	152,29	 1531,30	±	63,51	 1076,03	 0,225	
BV/TV	(%)	 0,29	±	0,19	 0,64	±	0,39	 0,35	 0,08	
BS/BV	(1/mm)	 226,36	±	27,72	 170,00	±	32,44	 -56,37	 0,08	
BS/TV	(1/mm)	 0,63	±	0,36	 1,02	±	0,54	 0,39	 0,138	
Ct.Th	(mm)	 0,06	±	0,02	 0,04	±	0,01	 -0,02	 0,08	
Po(tot)	(%)	 99,71	±	0,19	 99,36	±	0,39	 -0,35	 0,08	
Die mikroskopische Analyse wurde nach vier Wochen in vivo  durchgeführt. SA = Standardabweichung; 
BMD  =  Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = 
Knochenoberfläche/Knochenvolumen; BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Ct.Th = 




Tabelle 31:  Effekt des PCL-Mediums  rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat auf die subartikuläre Spongiosa 




BMD	(mg/cm3)	 700,21	±	281,23	 2355,04	±	35,82	 1654,83	 0,893	
BV/TV	(%)	 32,91	±	6,02	 32,42	±	9,48	 -0,49	 0,893	
BS/BV	(1/mm)	 29,42	±	3,12	 28,36	±	3,57	 -1,06	 0,345	
BS/TV	(1/mm)	 9,58	±	1,38	 8,94	±	1,73	 -0,64	 0,225	
Tb.Pf	(1/mm)	 1,91	±	4,05	 4,76	±	5,79	 2,85	 0,225	
SMI	 1,32	±	0,83	 1,86	±	0,78	 0,54	 0,138	
Tb.Th	(mm)	 0,12	±	0,02	 0,13	±	0,01	 0,01	 0,138	
Tb.N	(1/mm)	 2,71	±	0,51	 2,42	±	0,54	 -0,29	 0,225	
Tb.Sp	(mm)	 0,25	±	0,07	 0,24	±	0,05	 -0,01	 0,5	
DA	 0,45	±	0,05	 0,44	±	0,04	 0,00	 0,893	
FD	 2,43	±	0,06	 2,49	±	0,06	 0,06	 0,345	
Po(tot)	(%)	 67,09	±	6,02	 67,58	±	9,48	 0,49	 0,893	
Die mikroskopische Analyse erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Tb.Pf  = Trabekulärer Musterfaktor; SMI = 
Strukturmodellindex; Tb.Th  = Trabekeldicke;  Tb.N  = Trabekelanzahl; Tb.Sp  = Trabekelabstand; DA  = 




Nach	 vier	 Wochen	 in	 vivo	 zeigte	 sich	 in	 der	 angrenzenden	 Spongiosa	 eine	 größere	
Knochenmineraldichte	 (BMD)	 als	 in	 der	 Kontrollgruppe.	 Ebenso	 nahmen	 zu	 der	
Knochenvolumenanteil	 (BV/TV),	 das	 Verhältnis	 der	 Knochenoberfläche	 zum	
Gesamtvolumen	 (BS/TV),	 der	 trabekuläre	 Musterfaktor	 (Tb.Pf),	 die	 Trabekeldicke	
(Tb.Th)	 und	 die	 Trabekelanzahl	 (Tb.N).	 Erwartungsgemäß	 waren	 der	






Tabelle 32: Effekt des PCL-Mediums  mit rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat auf die angrenzende 




BMD	(mg/cm3)	 570,43	±	282,19	 2186,78	±	37,33	 1616,35	 0,50	
BV/TV	(%)	 80,61	±	5,50	 83,33	±	5,90	 2,72	 0,23	
BS/BV	(1/mm)	 48,79	±	5,91	 48,46	±	5,06	 -0,33	 0,69	
BS/TV	(1/mm)	 39,11	±	2,95	 40,17	±	2,43	 1,06	 0,89	
Ct.Th	(mm)	 0,09	±	0,02	 0,10	±	0,01	 0,01	 0,35	
Po(tot)	(%)	 19,39	±	5,50	 16,67	±	5,90	 -2,72	 0,23	
Die mikroskopische Analyse erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Ct.Th = Kortikalisdicke; Po(tot) = Gesamtporosität.  
	
	
Tabelle 33:  Effekt des PCL-Mediums  mit rAAV-SOX9 in Knochenmarkaspirat auf die angrenzende 




BMD	(mg/cm3)	 707,07	±	202,55	 2315,03	±	41,47	 1607,96	 0,69	
BV/TV	(%)	 32,30	±	4,43	 37,23	±	1,74	 4,93	 0,08	
BS/BV	(1/mm)	 34,47	±	5,69	 30,47	±	1,88	 -4,00	 0,23	
BS/TV	(1/mm)	 10,96	±	0,89	 11,33	±	0,44	 0,37	 0,23	
Tb.Pf	(1/mm)	 2,52	±	4,23	 3,25	±	0,90	 0,74	 0,50	
SMI	 1,06	±	0,64	 1,38	±	0,06	 0,33	 0,14	
Tb.Th	(mm)	 0,10	±	0,01	 0,11	±	0,01	 0,01	 0,08	
Tb.N	(1/mm)	 3,25	±	0,25	 3,30	±	0,11	 0,05	 0,50	
Tb.Sp	(mm)	 0,22	±	0,04	 0,19	±	0,01	 -0,03	 0,14	
DA	 0,49	±	0,03	 0,46	±	0,08	 -0,03	 0,35	
FD	 2,38	±	0,05	 2,41	±	0,05	 0,03	 0,69	
Po(tot)	(%)	 67,70	±	4,43	 62,77	±	1,74	 -4,93	 0,08	
Die mikroskopische Analyse erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Tb.Pf  = Trabekulärer Musterfaktor; SMI = 
Strukturmodellindex; Tb.Th  = Trabekeldicke;  Tb.N  = Trabekelanzahl; Tb.Sp  = Trabekelabstand; DA  = 




6.4 Effekt	 von	 rAAV-SOX9	 und	 PF127-Hydrogel	 auf	 die	
Knorpelreparatur	nach	vier	Wochen	in	vivo	
6.4.1 Semiquantitativ-makroskopische	Auswertung	der	Knorpelreparatur	
Die	 makroskopische	 Analyse	 erfolgte	 wie	 unter	 Punkt	 5.4	 mithilfe	 der	
semiquantitativen	Bewertungsschemata	nach	Goebel	et	al.	und	Oswestry	et	al.	 (siehe	
Tabelle	 6	 bzw.	 Tabelle	 7).	 Als	 Kontrollgruppe	 wurden	 solche	 Defekte	
zusammengefasst,	 die	 rAAV-lacZ	 und	 PF127-Hydrogel	 erhielten.	 Das	 Defektgewebe	
war	hauptsächlich	von	durchscheinender	 (mittlere	Punktzahl:	 2,0)	bis	weißer	Farbe	
(mittlere	 Punktzahl:	 0,67).	 In	 25-50%	 des	 Defektgewebes	 waren	 Blutgefäße	 zu	
erkennen.	Die	Oberflächenstruktur	 des	Reparaturgewebes	 zeigte	 sich	 heterogen	mit	
feinen	 Rissen	 bzw.	 Fibrillationen	 (mittlere	 Punktzahl:	 1,83	 bzw.	 1,67).	 Die	 Defekte	
wurden	im	Durchschnitt	mehr	als	50%	aufgefüllt	(mittlere	Punktzahl:	1,0),	wobei	das	
Niveau	mit	durchschnittlich	0,67	Punkten	unterhalb	des	benachbarten	Knorpels	blieb.	
Das	 umliegende	 Knorpelgewebe	 zeigte	 vereinzelte	 arthrotische	 Veränderungen,	
wobei	sich	die	Integration	zu	mehr	als	25%	inkomplett	darstellte.	Im	anschließenden	
Vergleich	 mit	 dem	 Effekt	 von	 rAAV-SOX9	 und	 PF127-Hydrogel	 auf	 die	
Knorpelreparatur	 zeigte	 sich	 ein	 insgesamt	 besseres	 Ergebnis.	 Im	 Defektgewebe	
waren	 durch	 die	 weißlich-durchscheinende	 Farbe	 weniger	 Blutgefäße	 (mittlere	
Punktzahl:	 1,83)	 zu	 erkennen.	 Die	 Integration	 in	 den	 benachbarten	 Knorpel	 war	 in	




Tabelle 34: Effekt von SOX9  in PF127  auf die Knorpelreparatur  im Bewertungssystem nach Goebel et al.  
Kategorie	 PF127	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Farbe	 2,00	±	0,63	 2,17	±	0,75	 0,17	 0,564	
Blutgefäße	 2,17	±	0,75	 1,83	±	0,75	 -0,33	 0,480	
Oberflächenstruktur	 1,83	±	0,98	 1,67	±	1,21	 -0,17	 1,00	
Füllung	 1,00	±	0,89	 1,50	±	0,55	 0,50	 0,257	
Angrenzender	Knorpel	 0,33	±	0,52	 0,50	±	0,84	 0,17	 0,705	
Gesamt	 7,33	±	1,97	 7,67	±	2,58	 0,33	 0,916	





Tabelle 35:  Effekt von PF127  mit rAAV-SOX9 auf die chondrale Reparatur im Oswestry-Bewertungssystem  
Kategorie	 PF127	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Höhe	 0,67±1,03	 0,67±1,03	 0,00	 1,00	
Integration	 0,67±0,52	 1,17±0,41	 0,50	 0,083	
Oberflächenstruktur	 1,17±0,98	 1,50±0,55		 0,33	 0,317	
Farbe		 1,00±0,00	 1,00±0,63	 0,00	 1,00	
Gesamt	 3,50±2,07	 4,33±1,51	 0,83	 0,336	





Die	 Auswertung	 erfolgte	 wie	 in	 Abschnitt	 5.7.1	 aufgeführt.	 Defekte,	 die	 PF127	 und	
rAAV-lacZ	 erhielten,	 dienten	 als	 Kontrollgruppe.	 Die	 erzielten	 Ergebnisse	 waren	
vergleichbar	mit	denen	beschrieben	unter	6.1.2.1	und	6.2.2.1.	 Im	Vergleich	dazu	war	
die	Integration	des	Defektgewebes	in	den	umliegenden	Knorpel	nach	Applikation	von	
PF127	 und	 rAAV-SOX9	 signifikant	 besser	 (P	 =	 0,012).	 Sie	 war	 geprägt	 durch	
verminderte	 Zellularität,	 Spalten	 waren	 vereinzelt	 auf	 einer	 Seite	 zu	 finden.	 Die	
Färbbarkeit	der	Matrix	war	stark	vermindert.	Das	Defektgewebe	zeichnete	sich	durch	
eine	 vornehmlich	 glatte	 Oberflächenarchitektur	 aus	 (mittlere	 Punktzahl:	 0,77).	
Innerhalb	 des	 Defektgewebes	 fanden	 sich	 Zellen,	 die	 in	 ihrer	 Morphologie	








Abbildung 12:  Histologische Darstellung des Effekts von rAAV-SOX9 in PF127 auf die Knorpelreparatur 
vier Wochen postoperativ. Obere Reihe: rAAV-lacZ-Kontrollgruppe; links: HE-Färbung; rechts: Safranin-O-
Färbung; Pfeile zeigen die Defektgrenzen; der Maßstabsbalken entspricht 100 µm.  
	
	
Tabelle 36:  Effekt von PF127 mit rAAV-SOX9 auf die Knorpelreparatur im Bewertungssystem nach Sellers 
et al.  
Kategorie	 PF127	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Defektfüllung		 1,58	±	0,15	 1,48	±	0,15	 -0,10	 0,63	
Integration	 1,71	±	0,09	 1,40	±	0,09	 -0,31	 0,012*	
Matrixfärbbarkeit	 3,35	±	0,09	 3,52	±	0,09	 0,17	 0,17	
Zellmorphologie	 4,88	±	0,05	 4,90	±	0,05	 0,02	 0,75	
Defektarchitektur	 2,00	±	0,13	 1,27	±	0,13	 -0,73	 <0,001*	
Oberflächenarchitektur	 0,65	±	0,11	 0,77	±	0,11	 0,12	 0,43	
Subchondraler	Knochen	 1,44	±	0,15	 1,58	±	0,15	 0,14	 0,49	
Tidemark	 4,00	±	0,00	 4,00	±	0,00	 0,00	 1,00	
Gesamtpunktwert		 19,60	±	0,35	 18,92	±	0,35	 -0,68	 0,17	
Die semiquantitative mikroskopische Auswertung erfolgte  nach 4 Wochen in vivo. SA = 
Standardabweichung; * = Statistisch signifikant. 
	
6.4.2.2 Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie	
Die	 semiquantitative	 Auswertung	 der	 Knorpelreparatur	 erfolgte	 wie	 weiter	 oben	
beschrieben.	 Anschließend	 folgte	 der	 Vergleich	 zwischen	 Kontrolle,	 rAAV-lacZ	 +	
Hydrogel	 PF127,	 und	 dem	 Therapeutikum	 rAAV-SOX9	 zusammen	 mit	 Hydrogel	






Tabelle 37: Effekt von PF127 mit rAAV-SOX9 auf den Typ-II-Kollagengehalt im Defekt  
	 PF127	(Mittelwert	±	SA)	 Durchschnittsdifferenz	 P-Wert	lacZ	 SOX9	
Farbintensität	im	Vergleich	zu	
umliegenden	Knorpelgewebe	 0,5±0,84	 0,8±0,41	 0,3	 0,317	




Abbildung 13:  Darstellung des Gehalts an Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe nach vier Wochen in 
vivo. Obere Reihe: rAAV-lacZ-Kontrollgruppe; links: Polarisationsmikroskopie; rechts: 
Immunhistochemie; Pfeile zeigen den Defektbereich an; der Maßstabsbalken entspricht 100 µm. 
	





In	 der	 subartikulären	 Spongiosa	 nahmen	 im	 Bereich	 des	 Defekts	 die	
Knochenmineraldichte	 (BMD),	 der	 Strukturmodellindex	 (SMI)	 und	 die	 Porosität	
(Po(tot))	im	Vergleich	zur	Kontrollgruppe	ab.	Der	Knochenvolumenanteil	(BV/TV),	die	




dem	 Trabekelabstand	 (Tb.Sp)	 und	 dem	 Grad	 der	 Anisotropie	 (DA).	 In	 der	









BMD	(mg/cm3)	 886,97	±	9,98	 864,55	±	33,55	 -22,42	 0,345	
BV/TV	(%)	 41,61	±	9,98	 43,16	±	8,37	 1,546	 0,753	
BS/BV	(1/mm)	 27,98	±	112,43	 26,08	±	3,31	 -1,902	 0,753	
BS/TV	(1/mm)	 11,16	±	1,15	 11,07	±	1,25	 -0,098	 0,917	
Tb.Pf	(1/mm)	 -2,32	±	2,16	 -3,69	±	3,89	 -1,372	 0,600	
SMI	 0,97	±	0,16	 0,55	±	0,72		 -0,418	 0,463	
Tb.Th	(mm)	 0,13	±	0,03	 0,13	±	0,01	 -0,001	 0,917	
Tb.N	(1/mm)	 3,17	±	0,41	 3,32	±	0,56	 0,152	 0,463	
Tb.Sp	(mm)	 0,22	±	0,09	 0,20	±	0,04	 -0,025	 0,917	
DA	 0,44	±	0,03	 0,41	±	0,03	 -0,027	 0,116	
FD	 2,46	±	0,05	 2,49	±	0,04	 0,024	 0,463	
Po(tot)	(%)	 58,39	±	9,98	 56,84	±	8,37	 -1,546	 0,753	
Die mikroskopische Analyse erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Tb.Pf  = Trabekulärer Musterfaktor; SMI = 
Strukturmodellindex; Tb.Th  = Trabekeldicke;  Tb.N  = Trabekelanzahl; Tb.Sp  = Trabekelabstand; DA  = 
Grad der Anisotropie; FD = Fraktale Dimension; Po(tot) = Gesamtporosität. 
	
	




BMD	(mg/cm3)	 674,62	±	38,32	 635,97	±	17,82	 -38,65		 0,028*	
BV/TV	(%)	 2,16	±	1,67	 1,00	±	0,50	 -42,26		 0,463	
BS/BV	(1/mm)	 0,61	±	13,85	 142,23	±	15,56	 100,62		 0,249	
BS/TV	(1/mm)	 0,03	±	2,07	 1,38	±	0,66	 0,78		 0,600	
Ct.Th	(mm)	 0,10	±	0,03	 0,10	±	0,02	 0,01		 0,600	
Po(tot)	(%)	 98,39	±	1,67	 99,00	±	0,50	 0,61		 0,463	
Die mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 





Durch	 die	 Applikation	 von	 rAAV-SOX9	 im	 Hydrogel	 PF127	 zeigte	 sich	 in	 der	
angrenzenden	 Spongiosa	 nach	 vier	 Wochen	 in	 vivo	 eine	 numerische	 Zunahme	 der	
Knochenmineraldichte	 (BMD)	 und	 des	 Knochenvolumenanteils	 (BV/TV)	 gegenüber	
der	 Kontrollgruppe.	 Die	 Porosität	 (Po(tot)),	 der	 Strukturmodellindex	 (SMI)	 und	 das	




angrenzende	 subchondrale	 Knochenplatte	 übte	 rAAV-SOX9	 in	 PF127	 einen	
vergleichbaren	Effekt	aus:	Die	Knochenmineraldichte	und	der	Knochenvolumenanteil	
waren	 größer,	 die	 Porosität,	 das	 Verhältnis	 aus	 Knochenoberfläche	 und	
Knochenvolumen	 sowie	 das	 Verhältnis	 der	 Knochenoberfläche	 zum	Gesamtvolumen	








BMD	(mg/cm3)	 871,28	±	99,62	 866,44	±	26,77	 -4,85		 0,92		
BV/TV	(%)	 43,26	±	7,73	 44,90	±	5,90	 1,65		 0,75		
BS/BV	(1/mm)	 30,56	±	5,83	 27,73	±	2,36	 -2,83		 0,35		
BS/TV	(1/mm)	 12,91	±	1,45	 12,36	±	1,14	 -0,55		 0,25		
Tb.Pf	(1/mm)	 -1,13	±	2,30	 -1,56	±	2,09	 -0,43		 0,46		
SMI	 0,93	±	0,45	 0,68	±	0,37	 -0,25		 0,08		
Tb.Th	(mm)	 0,12	±	0,02	 0,12	±	0,01	 0,00		 0,60		
Tb.N	(1/mm)	 3,74	±	0,32	 3,72	±	0,38	 -0,02		 0,92		
Tb.Sp	(mm)	 0,17	±	0,03	 0,17	±	0,03	 0,00		 0,92		
DA	 0,47	±	0,02	 0,46	±	0,04	 0,00		 0,92		
FD	 2,37	±	0,06	 2,40	±	0,03	 0,03		 0,46		
Po(tot)	(%)	 56,74	±	7,73	 55,10	±	5,90	 -1,65		 0,75		
Die mikroskopische Analyse wurde nach vier Wochen in vivo  durchgeführt. SA = Standardabweichung; 
BMD  =  Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = 
Knochenoberfläche/Knochenvolumen; BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Tb.Pf  = Trabekulärer 
Musterfaktor; SMI = Strukturmodellindex; Tb.Th  = Trabekeldicke;  Tb.N  = Trabekelanzahl; Tb.Sp  = 









BMD	(mg/cm3)	 802,52	±	92,91	 809,93	±	28,71	 7,40	 0,92	
BV/TV	(%)	 76,36	±	12,02	 76,83	±	7,92	 0,47	 0,92	
BS/BV	(1/mm)	 47,71	±	10,53	 43,10	±	8,25	 -4,63	 0,35	
BS/TV	(1/mm)	 35,68	±	5,96	 32,76	±	5,40	 -2,91	 0,17	
Ct.Th	(mm)	 0,10	±	0,02	 0,10	±	0,02	 0,00	 0,60	
Po(tot)	(%)	 23,64	±	12,02	 23,17	±	7,92	 -0,47	 0,92	
Die mikroskopische Analyse erfolgte nach vier Wochen in vivo. SA = Standardabweichung; BMD  =  
Knochenmineraldichte; BV/TV  =  Knochenvolumenanteil; BS/BV = Knochenoberfläche/Knochenvolumen; 
BS/TV  =  Knochenoberfläche/Gesamtvolumen;  Ct.Th = Kortikalisdicke; Po(tot) = Gesamtporosität.	
	




(3),	 rAAV-SOX9	 in	 PF127-Hydrogel	 (4)	 untereinander	 ließ	 sich	makroskopisch	 kein	
Unterschied	 erkennen.	 Unter	 Anwendung	 des	 Oswestry-Arthoskopie-
Bewertungssystems	und	des	Punktesystems	nach	Goebel	et	al.	(siehe	Tabelle	6	bzw.	
Tabelle	7)	zeigen	die	Daten	keine	signifikanten	Abweichungen.	Insgesamt	war	jedoch	









selten	 zu	 verzeichnen,	 wobei	 die	 Gruppen	 (1),	 (2)	 und	 (4)	 jeweils	 ein	 signifikant	
besser	 integriertes	 Reparaturgewebe	 als	 Gruppe	 (3)	 aufwiesen.	 Die	 Färbbarkeit	 der	
Matrix	 war	 in	 allen	 Fällen	 deutlich	 reduziert,	 zeigte	 sich	 in	 Gruppe	 (2)	 dabei	




und	 unterschieden	 sich	 somit	 signifikant	 von	 Gruppe	 (1)	 und	 (4)	 (P	 =	 0,004	 bzw.	
<0,001),	wobei	sich	Gruppe	(1)	signifikant	von	Gruppe	(3)	unterschied	(P	<0,001).	Der	
Vergleich	 der	 Gruppen	 demonstrierte	 eine	 bessere	 Defektarchitektur	 in	 der	 mit	
PF127-rAAV-SOX9	behandelten	Gruppe	als	 in	den	anderen	Gruppen.	Ähnlich	zeigten	
die	Werte	für	den	Erhalt	des	ursprünglichen	subchondralen	Knochens	ein	signifikant	






Abbildung 14:  Gesamtpunktzahl im Bewertungssystem nach Sellers et al. der rAAV-lacZ-Kontrollgruppen 
im Vergleich.  
	
	
Tabelle 42:  Vergleich der Effekte der einzelnen therapeutischen Ansätze auf die chondrale Reparatur im 
Bewertungssystem nach Seller et al.  
Kategorie	 Mittelwert	±	SA	 P	SOX9	 SOX9	in	BMA	 PCL-Medium	 PF127	
Defektfüllung		 1,65±0,73	 1,34±1,0	 0,95±0,78	 1,65±1,12	 0,008	
Integration	 1,46±0,62	 1,25±0,53	 2,0±0,79	 1,35±0,53	 <0,001	
Matrixfärbbarkeit	 3,38±0,07	 3,13±0,73	 3,33±0,83	 3,48±0,5	 0,006	
Zellmorphologie	 4,40±0,61	 3,77±1,06	 4,2±1,32	 4,94±0,24	 <0,001	
Defektarchitektur	 2,13±0,82	 2,06±0,73	 2,3±0,69	 1,33±0,52	 <0,001	
Oberflächenarchitektur	 0,40±0,64	 0,44±0,85	 1,00±0,75	 0,71±0,92	 <0,001	
Subchondraler	Knochen	 1,96±0,85	 2,25±0,81	 2,08±0,92	 1,52±0,58	 0,008	
Tidemark	 4,00±0,0	 4,00±0,0	 4,00±0,0	 4,00±0,0	 0,752	
Gesamtpunktwert		 19,35±3,17	 18,29±2,67	 19,8±2,9	 18,97±1,55	 <0,001	
Ergebnisse	
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Kategorie	 P1	 P2	 P3	 P4	 P5	 P6	
Defektfüllung		 0,506	 1	 <0,001	 0,65	 0,098	 0,005	
Integration	 0,29	 0,81	 0,01	 0,766	 <0,001	 0,001	
Matrixfärbbarkeit	 0,327	 0,383	 0,99	 0,035	 0,636	 0,734	
Zellmorphologie	 0,004	 <0,002	 0,824	 <0,001	 0,354	 0,006	
Defektarchitektur	 0,979	 <0,001	 0,695	 <0,001	 0,399	 <0,001	
Oberflächenarchitektur	 0,987	 0,225	 <0,001	 0,319	 <0,001	 0,364	
Subchondraler	Knochen	 0,319	 0,22	 0,927	 <0,001	 0,784	 0,008	
Tidemark	 n.a.	 n.a.	 n.a.	 n.a.	 n.a.	 n.a.	
Gesamtpunktwert		 0,291	 0,882	 0,901	 0,418	 0,065	 0,382	
Die semiquantitative mikroskopische Auswertung erfolgte nach vier Wochen in vivo. 
SD=Standardabweichung; Ein P-Wert ≤0,05 gilt als statistisch signifikant; P  = Gesamt P-Wert; P1  = (1) 
vs. (2); P2  = (1) vs. (3); P3  = (1) vs. (4); P4  = (2) vs. (3); P5  = (2) vs. (4); P6  = (3) vs. (4).	
	
	
Auch	 die	 immunhistochemische	 Abfärbung	 der	 Typ-II-Kollagenfasern	 innerhalb	 des	
Reparaturgewebes	war	in	den	einzelnen	Gruppen	jeweils	stärker	als	in	der	rAAV-lacZ-




im	 Bereich	 des	 Defekts	 zeigte	 sich	 sowohl	 ein	 signifikant	 größerer	 Struktur	 Model	
Index	(P	=	0,035)	als	auch	ein	höherer	Trabekelmusterfaktor	(P	=	0,034)	in	Gruppe	(3)	
als	 in	Gruppe	 (4).	 Im	Bereich	der	 subchondralen	Knochenplatte	war	eine	 signifikant	
dickere	 Kortikalis	 in	 Gruppe	 (4)	 als	 in	 den	 übrigen	 Gruppe	 nachweisbar.	 In	 den	







Die	 vorliegende	 Arbeit	 untersuchte,	 ob	 die	 frühe	 Reparatur	 fokaler	 vollschichtiger	
Knorpeldefekte	 in	 den	 Femurtrochleae	 von	 Göttinger	Minipigs	 in	 vivo	 durch	 in	 situ-
Applikation	 eines	 rAAV-basierenden	 Genvektors,	 der	 eine	 cDNS	 des	 humanen	
Transkriptionsfaktors	 SOX9	 trägt,	 verbessert	 ist.	 Die	 erhobenen	 Daten	 zeigen,	 dass	
vier	 Wochen	 postoperativ	 (1)	 die	 alleinige	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 die	
Knorpelreparatur	 im	 Vergleich	 mit	 der	 rAAV-lacZ-Kontrollgruppe	 verbessert.	 Sie	
zeigen	 weiterhin,	 dass	 (2)	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	 autologen	
Knochenmarkaspirat	 die	 Knorpelreparatur	 im	 Vergleich	 mit	 der	 rAAV-lacZ-
Kontrollgruppe	 verbessert.	 Die	 Hypothese,	 dass	 (3)	 eine	 Überexpression	 von	 rAAV-
SOX9	 in	 Kombination	 mit	 einem	 soliden	 Biomaterial	 die	 Knorpelreparatur	 im	
Vergleich	mit	der	rAAV-lacZ-Kontrollgruppe	verbessert,	wurde	verworfen.	Schließlich	
demonstrieren	die	Daten,	dass	(4)	die	Überexpression	von	rAAV-SOX9	in	Kombination	
mit	 einem	 thermosensitiven	 Hydrogel	 den	 singulären	 Parameter	 Defektarchitektur	
der	Knorpelreparatur	 im	Vergleich	zur	 rAAV-lacZ-Kontrollgruppe	verbessert.	Zuletzt	
wurde	 die	 Hypothese	 widerlegt,	 dass	 (5)	 die	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	





Für	 die	 vorliegende	Arbeit	 evaluierten	wir	 das	 osteochondrale	 Reparaturgewebe	 an	
48	 vollschichtigen	 chondralen	 Defekten	 (insgesamt	 376	 Schnitte)	 unter	 dem	 Effekt	
verschiedener	 o.g.	 Therapiestrategien.	 Der	 gewählte	 bilaterale	 Ansatz	 trägt	 im	
Diskussion	
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Vergleich	 zu	 einem	 unilateralen	 Ansatz	 signifikant	 zur	 Reduktion	 der	 Anzahl	
benötigter	 Versuchstiere	 bei,	 ohne	 die	 Teststärke	 der	 Studienergebnisse	 negativ	 zu	
beeinflussen.	 Orth	 et	 al.	 demonstrierten,	 dass	 bei	 einem	 bilateralen	 Ansatz	 die	
Stichprobengröße	 ohne	 Veränderung	 der	 Standardabweichung	 und	 der	




Tierversuche	 sind	 ein	 etabliertes	 Verfahren	 im	 Rahmen	 präklinischer	 Studien.	





Minipig,	 vietnamesischen	 Hängebauchschwein	 und	 der	 deutschen	 Landrasse,	
durchgeführt.	 Ihr	 hyaliner	 Knorpel	 weist	 Ähnlichkeiten	 zu	 dem	 des	 Menschen	 auf:	
Zum	 einen	 verlaufen	 die	 Kollagenfasern	 in	 beiden	 Spezies	 in	 vergleichbarer	
Anordnung	(Kääb	et	al.,	1998),	zum	anderen	birgt	er,	genau	wie	der	menschliche,	nur	
ein	 geringes	 endogenes	 Reparaturpotential,	 wodurch	 unsere	 experimentellen	
Therapieansätze	 gültig	 beurteilt	 werden	 konnten.	 Zusätzlich	 haben	 laborchemische	
Parameter	 von	 Menschen	 und	 Miniaturschweinen	 weitgehend	 ähnliche	 Normwerte	
(Marshall	et	al.,	1972).	Minipigs	eignen	sich	daher	gut	als	Versuchstiere	in	Studien	zur	
Reparatur	 (osteo)chondraler	 Defekte	 (Christensen	 et	 al.,	 2015;	 Gotterbarm	 et	 al.,	
2003,	2006,	2008;	Müller	et	al.,	2013).	Zudem	sind	sie	relativ	einfach	zu	halten	und	im	








auf	 standardisierten	 und	 validierten	 (semi-)quantitativen	 Bewertungsverfahren.	 Für	




&	 Madry,	 2015)	 von	 Sellers	 und	 Kollegen	 1997	 beschriebenen	 Bewertungssystems	
(Sellers	 et	 al.,	 1997).	 Im	 Vergleich	 zu	 den	 Bewertungssystemen	 nach	 Wakitani	
(Wakitani	et	al.,	1994)	und	Pineda	(Pineda	et	al.,	1992)	wird	das	Reparaturgewebe	in	
mehreren	 Kategorien	 detailliert	 bewertet,	 sodass	 insgesamt	 eine	 Maximalpunktzahl	
von	31	erreicht	werden	kann.	Mithilfe	immunhistochemischer	Färbemethoden	wurde	
Typ-II-Kollagen	dargestellt	und	die	Farbintensität	des	Reparaturgewebes	mit	der	des	
angrenzenden	 Knorpels	 verglichen;	 anschließend	 wurde	 semiquantitativ	 nach	
bewährter	 Methode	 ausgewertet	 (Orth	 et	 al.,	 2011).	 Die	 Polarisationsmikroskopie	
visualisiert	mittels	eines	zusätzlichen	optischen	Filters	die	Kollagenfibrillen.	Auf	diese	
Weise	 lässt	 sich	 deren	 Anordnung	 innerhalb	 der	 osteochondralen	 Einheit,	
insbesondere	im	Reparaturgewebe	(Lee	&	Xia,	2013),	darstellen.	
		
Das	 µ-CT	 stellt	 die	 optimale	 non-invasive	 Methode	 zur	 Analyse	 des	 subchondralen	
Knochens	 dar,	 die	 stark	 mit	 üblichen	 histomorphologischen	 Untersuchungen	













Vektoren	 aus	 rekombinanten	 adeno-assoziierten	 Viren	 sind	 eine	 sehr	 sichere	 und	
effektive	 Transduktionsmethode	 (Cucchiarini,	 2016).	 Da	 sie	 in	 Form	 von	
replikationsdefektiven	 Genkassetten	 zur	 Anwendung	 kommen,	 die	 in	 den	 Zielzellen	
außerhalb	 des	 Zellkerns	 als	 stabile	 Episomen	 vorliegen,	 bergen	 sie	 nur	 eine	 sehr	
geringe	Mutagenität	und	können	gleichzeitig	lange	exprimiert	werden	(Daya	&	Berns,	
2008;	Evans	&	Huard,	 2015).	 Sowohl	 in	vitro	 als	 auch	 in	vivo	 durchgeführte	 Studien	
belegen	 den	 erfolgreichen	 Einsatz	 von	 rAAV	 in	 der	 Knorpelforschung.	 Mittels	 rAAV	
überführten	 Pagnotto	 et	 al.	 grünes	 fluoreszierendes	 Protein	 [engl.	 green	 fluorescent	
protein	(GFP)]	in	humane	mesenchymale	Stammzellen	(Pagnotto	et	al.,	2007).	Letztere	
exprimierten	 das	 fluoreszierende	 Protein	 und	 entwickelten	 sich	 zu	






Bei	 der	 Chondrogenese	 spielen	 Wachstums-	 und	 Transkriptionsfaktoren	 eine	
wegweisende	Rolle.	Der	Transkriptionsfaktor	 SOX9	gilt	 dabei	 als	wichtigster	 Faktor.	
Er	 ist	 sowohl	 während	 der	 Embryogenese	 als	 auch	 postnatal	 im	 Rahmen	 der	
Knorpelhomöostase	in	Chondrozyten	nachweisbar	(Henry	et	al.,	2012)	und	stimuliert	




Cucchiarini	 et	 al.	 registrierten	 eine	 gesteigerte	 Synthese	 von	 Typ-II-Kollagen	 und	
Proteoglykanen	 nach	Transduktion	 von	 SOX9	 in	 Chondrozyten	mittels	 rAAV	 in	vitro	
im	 Vergleich	 zu	 Chondrozyten,	 die	 mit	 rAAV-lacZ	 transduziert	 wurden.	 Ein	
Unterschied	 in	 Zellzahl	 und	 Zelldichte	 wurde	 nicht	 registriert.	 (Cucchiarini	 et	 al.,	
2007).	 Cucchiarini	 et	 al.	 applizierten	 den	 rAAV-Vektor	 anschließend	 direkt	 in	
osteochondrale	 Defekte	 von	 Kaninchen.	 Es	 zeigte	 sich	 eine	 hohe	
Transgenexpressionsrate	 sowie	 eine	 signifikant	 verbesserte	 Reparatur	 der	
osteochondralen	 Einheit.	 Die	 Ergebnisse	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 spiegeln	 diese	




Kontrollgruppe	 (Behandlung	 mit	 rAAV-lacZ).	 Insgesamt	 zeigte	 sich	 eine	 schwache	
Farbintensität	sowohl	in	der	SOX9-Gruppe	als	auch	in	der	lacZ-Gruppe.	Grund	dafür	ist	
der	kurze	Beobachtungszeitraum	von	vier	Wochen	in	vivo.	Die	Gruppe	um	Cucchiarini	
zeigte	 2013,	 dass	 nach	16	Wochen	 in	vivo	die	 immunhistochemische	Anfärbung	 von	
Typ-II-Kollagen	intensiver	ist	als	nach	3	Wochen	und	somit,	dass	der	Gehalt	an	Typ-II-
Kollagen	in	der	extrazellulären	Matrix	mit	der	Zeit	in	vivo	zunimmt	(Cucchiarini	et	al.,	
2013).	 Weiter	 beschrieben	 Cucchiarini	 et	 al.	 (2013),	 die	 rAAV-SOX9	 direkt	 in	
osteochondrale	Defekte	von	Kaninchenkniegelenken	injizierten	und	den	Effekt	auf	die	
osteochondrale	 Reparatur	 nach	 3	 bzw.	 16	 Wochen	 in	 vivo	 analysierten,	 dass	 sich	
bereits	makroskopisch	 ein	 signifikanter	 Unterschied	 zur	 Kontrollgruppe	 zeigte:	 Das	
Reparaturgewebe	 glich	 dem	 angrenzenden,	 normalen	 hyalinen	 Knorpel.	 Dieses	
Ergebnis	 ist	 vergleichbar	 mit	 unseren	 Daten,	 denn	 im	 Bewertungssystem	 nach	
Oswestry	 zur	 makroskopischen	 Analyse	 bestand	 ein	 signifikanter	 Unterschied	






rAAV-SOX9	 auf	 die	 osteochondrale	 Reparatur.	 Im	 Bewertungssystem	 nach	 Sellers	
unterscheiden	 sich	 speziell	 der	 Gesamtpunktwert	 und	 die	 Erhaltung	 des	
ursprünglichen	 subchondralen	Knochens	 signifikant.	 Unsere	Daten	 verhalten	 sich	 in	
Analogie	zu	denen	von	Cucchiarini	et	al.	(2013),	die	sowohl	insgesamt	als	auch	speziell	
in	 der	 Kategorie	 „subchondraler	 Knochen“	 (Sellers-Bewertungssystem)	 eine	
signifikant	 bessere	Defektreparatur	 als	 in	 der	Kontrollgruppe,	 die	 rAAV-lacZ	erhielt,	
beschrieben.	Ähnlich	verhalten	sich	die	Ergebnisse	von	Cao	et	al.,	die	Stammzellen	aus	
dem	 Knochenmark	 von	 Kaninchen	 mit	 SOX9-beladenen	 rAAV-Vektoren	
transduzierten.	 Anschließend	 wurden	 jene	 zusammen	 mit	 einem	 Gerüst	 aus	
Polyglycolsäure	(PGA)	in	vollschichtige	Knorpeldefekte	der	Kaninchen	eingefügt.	Nach	
12	 Wochen	 in	 vivo	 registrierten	 Cao	 et	 al.	 eine	 verbesserte	 Knorpelreparatur	 in	
solchen	Defekten,	die	zusätzlich	zu	einem	PGA-Gerüst	auch	SOX9	erhielten	(Cao	et	al.,	
2011).	Weil	wir	 im	Vergleich	zur	Arbeitsgruppe	um	Cao	(2011)	den	Effekt	von	SOX9	






es	 weniger	 zur	 unerwünschten	 Stimulation	 anderer	 Gewebe	 wie	 zum	 Beispiel	 des	
subchondralen	 Knochens.	 Hinzu	 kommt,	 dass	 SOX9	 nicht	 nur	 in	 die	 Chondrogenese	
sondern	auch	in	osteogenetische	Prozesse	regulierend	eingreift.	Durch	Interaktion	mit	
der	Wnt/β-Catenin-Signalkaskade	 wird	 die	 Differenzierung	 von	 Progenitorzellen	 zu	
Osteoblasten	gehemmt	(Akiyama	et	al.,	2004;	Hill	et	al.,	2005;	Venkatesan	et	al.,	2012).	
Cucchiarini	et	al.	(2013)	 registrierten	 eine	 verminderte	Expression	 von	β-Catenin	 in	
osteochondralen	 Defekten	 nach	 Überexpression	 von	 SOX9.	 Zudem	 hat	 SOX9	 einen	
inhibierenden	Effekt	auf	RUNX2,	einen	Transkriptionsfaktor	der	Osteogenese	(Cao	et	
al.,	 2011;	 Cheng	&	 Genever,	 2010;	 Cucchiarini	 et	al.,	 2013).	 Unsere	 Daten	 stehen	 in	
Einklang	 mit	 den	 o.g.	 Ergebnissen.	 Nach	 vier	 Wochen	 in	 vivo	 zeigte	 sich	 kein	




Die	 Ergebnisse	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 zeigen	 eine	 verbesserte	 Knorpelreparatur	




unter	 Anwesenheit	 bestimmter	 Zytokine	 und	 Wachstumsfaktoren	 zu	 Chondrozyten	
differenzieren	(Holton	et	al.,	2016;	Madry	et	al.,	2017;	Pittenger	et	al.,	1999).	Aufgrund	
des	 chondrogenen	 Potentials	 und	 der	 relativ	 einfachen	 Gewinnung	 eignen	 sie	 sich	
hervorragend	 als	 Zellspender	 für	 die	 (osteo-)chondrale	 Reparatur.	 Bereits	 1993	
beschrieben	Shapiro	und	Kollegen	das	Einwandern	von	Zellen	aus	dem	Knochenmark	
in	 chondrale	 Defekte	 und	 registrierten	 eine	 verbesserte	 Defektreparatur	
vollschichtiger	 Knorpeldefekte	 in	 Kaninchen	 (Shapiro	 et	 al.,	 1993).	 In	 mehreren	
Tiermodellen	 zeigte	 sich	 seitdem	 eine	 signifikant	 bessere	 Knorpelreparatur	 nach	






Des	 Weiteren	 konnten	 mesenchymale	 Stammzellen	 aus	 Knochenmarkaspirat	
erfolgreich	 mit	 Wachstumsfaktor	 bzw.	 Transkriptionsfaktor	 tragenden	 rAAV-
Vektoren	 transduziert	 werden.	 Stender	 et	 al.	 (1997)	 zeigten,	 dass	 rAAV	 erfolgreich	
mesenchymale	 Stammzellen	 transduzieren	 können	 ohne	 deren	 chondrogenes	
Potential	zu	mindern	(Stender	et	al.,	2007).	Venkatesan	et	al.	überführten	rAAV-SOX9	
in	 mesenchymale	 Stammzellen	 gewonnen	 aus	 humanem	 Knochenmarkaspirat	 und	
registrierten	 eine	 signifikant	 bessere	 Entwicklung	 zu	 Chondrozyten	 und	 ein	
signifikant	 größeres	 Vorhandensein	 von	 Proteoglykanen	 und	 Typ-II-Kollagen,	 den	
wesentlichen	 Bestandteilen	 der	 extrazellulären	 Matrix	 des	 Gelenkknorpels	
(Venkatesan	et	al.,	2012).	
	
Wir	 überprüften	 den	 Ansatz	 von	 Venkatesan	 et	al.	 (2012)	 in	vivo	 an	 vollschichtigen	
chondralen	 Defekten	 im	 Kniegelenk	 von	Minipigs.	 Bereits	 nach	 vier	Wochen	 in	 vivo	
besaß	 das	 Reparaturgewebe	 makroskopisch	 eine	 glattere	 Oberfläche	 als	 in	 der	
Kontrollgruppe,	 jedoch	 ohne	 Signifikanz.	 Nach	 der	 Applikation	 von	
Knochenmarkaspirat	in	vollschichtige	Knorpeldefekte	equiner	Kniegelenke	zusätzlich	
zur	Mikrofrakturierung	erzielten	Fortier	et	al.	(2010)	ein	vergleichbares	Ergebnis.	Das	




Die	 histologische	 Untersuchung	 unserer	 Daten	 ergab	 eine	 signifikant	 bessere	
Oberflächenbeschaffenheit	 des	 Reparaturgewebes	 im	Vergleich	 zu	 den	Defekten	 der	
Kontrollgruppe	 (rAAV-lacZ	 und	 Knochenmarkaspirat).	 Die	 Daten	 zeigen	




glatte	 Oberfläche	 des	 Defektareals,	 das	 nicht	 ganz	 das	 Niveau	 des	 umliegenden	
Knorpels	 erreichte.	 Die	 signifikant	 bessere	 Färbbarkeit	 der	 Matrix,	 die	 wir	 nach	
zusätzlicher	 Applikation	 des	 Aspirats	 feststellten,	 lässt	 sich	 zunächst	 darauf	
zurückführen,	 dass	 Progenitorzellen	 gut	 zu	 Chondrozyten	 in	 einer	 dem	 hyalinen	
Knorpel	ähnlichen	Umgebung	differenzieren,	die	mit	einer	Matrix	aus	Typ-I-Kollagen	
nicht	optimal	bereitgestellt	wird.	Weiter	 ist	 sie	Ergebnis	der	additiven	Transduktion	
des	 Aspirats	 mit	 SOX9,	 dem	 Schlüsselfaktor	 der	 Chondrogenese.	 Im	 Gegensatz	 zu	




transduzierten	 Knochenmarkaspirat	 mit	 rAAV-TGF-β,	 implantierten	 dieses	 in	
teilschichtige	 chondrale	 Defekte	 von	 Schafen	 und	 beurteilten	 die	 Knorpelreparatur	
nach	 sechs	Wochen	 in	vivo.	 Außerdem	 sahen	wir	 einen	 signifikanten	Unterschied	 in	
der	 Defektarchitektur	 und	 in	 der	 Zellmorphologie	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe.	
Jung	 et	 al.	 (2009)	 beschrieben	 ebenfalls	 runde	 Zellen	 mit	 der	 Morphologie	 von	
Chondrozyten	 nach	 einer	 Kombinationstherapie	 aus	 autologer	
Knorpelzelltransplantation	 (ACT)	 und	 Knochenmarkaspirat.	 Im	 Gegensatz	 zur	
alleinigen	Therapie	mit	ACT	zeigte	sich	eine	signifikant	bessere	Defektreparatur	durch	
zusätzliche	 Applikation	 des	 Aspirats.	 Der	 Gehalt	 an	 Typ-II-Kollagen	 war	 signifikant	
stärker	 als	 in	 der	 Kontrollgruppe.	 Die	 insgesamt	 reduzierte	 Färbung	 des	
Reparaturgewebes	 sowohl	 in	 der	 rAAV-SOX9-Aspirat-Gruppe	 als	 auch	 in	 der	
Kontrollgruppe	 ist	 auf	 den	 kurzen	 Beobachtungszeitraum	 von	 vier	 Wochen	 in	 vivo	
zurückzuführen.	 Auch	 der	 Gesamtpunktwert	 im	 Bewertungssystem	 nach	 Sellers	
unterschied	 sich	 signifikant	 von	 dem	 der	 Kontrollgruppe,	 sodass	 von	 einer	
zusätzlichen	 positiven	 Wirkung	 des	 Aspirats	 auf	 die	 osteochondrale	 Reparatur	
ausgegangen	 werden	 kann.	 Diese	 Wirkung	 lässt	 sich	 darauf	 zurückführen,	 dass	
Knochenmarkaspirat	 immunmodulatorische	 Zytokine	 und	 Wachstumsfaktoren,	 die	




Gruppe	 rAAV-SOX9	 behandelter	 Defekte	 auch	 nach	 Applikation	 von	 rAAV-SOX9	 in	
Knochenmarkaspirat	 kein	 signifikanter	 Unterschied	 zur	 Kontrollgruppe.	 Die	 Daten	
zeigen	 jedoch	 eine	 höhere	 Knochenmineraldichte	 sowohl	 in	 der	 subartikulären	
Spongiosa	 als	 auch	 in	 der	 subchondralen	 Knochenplatte	 im	 Vergleich	 zur	
Kontrollgruppe.	 Gao	 et	 al.	 demonstrierten,	 dass	 das	 zusätzliche	 Applizieren	 von	
Knochenmarkaspirat	 im	 Rahmen	 einer	 Mikrofrakturierungstherapie	 an	 Minipigs	 zu	
einer	 besseren	 Knochenmineraldichte	 und	 einem	 größeren	 Knochenvolumenanteil	
führt	(Gao	et	al.,	2017).		
	
Insgesamt	 zeigen	 die	 Ergebnisse	 der	 vorliegenden	 Arbeit,	 dass	 rAAV-SOX9	 in	






Die	 vorliegenden	 Daten	 lassen	 vermuten,	 dass	 die	 Implantation	 eines	 soliden	 PCL-
Trägermediums	 und	 die	 simultane	 Überexpression	 von	 rAAV-SOX9	 in	
Knochenmarkaspirat	 die	 Knorpelreparatur	 im	 Vergleich	 mit	 der	 rAAV-lacZ-
Kontrollgruppe	 nicht	 verbessert.	 Poly-ε-Caprolacton	 (PCL)	 ist	 ein	 synthetisches,	
biokompatibles	 und	 biodegradibles	 Polyester,	 das	 aufgrund	 seiner	 chemischen	
Struktur	 leicht	 formbar	 ist	 (Moutos	 &	 Guilak,	 2008).	Moutos	 et	 al.	 entwickelten	 ein	
dreidimensionales	 Medium	 gewebt	 aus	 PCL-Fäden,	 der	 in	 seinen	 biomechanischen	
Eigenschaften	 denen	 des	 Gelenkknorpels	 ähnlich	 ist	 (Moutos	 &	 Guilak,	 2010).	 Die	
Poren	 innerhalb	 des	 Trägermediums	 ermöglichen	 das	 Anlagern	 von	 Zellen.	
Anschließende	 histologische	 und	 immunhistochemische	 Untersuchungen	 des	 mit	




in	 Knochenmarkaspirat	 zeigten	 die	 vorliegenden	 Daten	 vergleichbare	 Resultate:	 In	
den	 Poren	 fanden	 sich	 Zellen	 wieder,	 die	 ein	 spindelförmiges	 Aussehen	 hatten.	
Ähnlich	 wie	 bei	 Moutos	 (2010)	 war	 die	 Matrix	 mit	 Safranin-O	 nur	 schwach	
anzufärben,	was	auf	eine	geringe	Proteoglykansynthese	innerhalb	des	Trägermediums	
zurückzuführen	 ist.	 Brunger	 et	 al.	 dagegen	 berichteten	 von	 der	 Differenzierung	
humaner	 mesenchymaler	 Stammzellen	 zu	 Chondrozyten	 ähnlichen	 Zellen	 mit	 der	
Produktion	 einer	 adäquaten	 extrazellulären	 Matrix	 (Brunger	 et	 al.,	 2014).	 Dabei	
verwendeten	 sie	mit	 TGF-β	 beladene	 Lentiviren	 und	 gebrauchten	 zusätzlich	 Poly-L-
Lysin,	 um	 die	 Lentiviren	 im	 Trägermedium	 zu	 immobilisieren,	 was	 eine	 mögliche	
Erklärung	für	die	bessere	Chondrogenese	liefert.		
	
Christensen	 et	 al.	 implantierten	 ein	 PCL-	 Trägermedium	 in	 osteochondrale	 Defekte	
von	 Kaninchen	 und	 beobachteten	 eine	 annähernd	 komplette	 Defektfüllung	 mit	
Ausbildung	 eines	 hyalin-ähnlichen	 Gewebes	 (Christensen	 et	 al.,	 2012).	 Sowohl	
makroskopisch	 als	 auch	 mikroskopisch	 imponierte	 die	 glatte	 Oberfläche	 und	 die	
Integrität	des	neu	gebildeten	Gewebes.	Die	vorliegenden	Daten	decken	sich	mit	denen	
von	Christensen	et	al..	 Im	Bewertungssystem	nach	Goebel	et	al.	war	 eine	 signifikant	
glattere	 Oberflächenstruktur	 gegenüber	 der	 mit	 rAAV-lacZ	 behandelten	
Kontrollgruppe	 zu	 erkennen.	 Auch	 im	 Oswestry-Bewertungssystem	 zeigte	 sich	 eine	
signifikant	bessere	 chondrale	Reparatur,	 besonders	 fiel	 eine	bessere	 Integration	des	
Diskussion	
	 74	
Reparaturgewebes	 in	 den	 angrenzenden	 Knorpel	 auf.	 Die	 histologische	 Auswertung	
mithilfe	 des	 modifizierten	 Punktesystem	 nach	 Sellers	 et	 al.	 bestätigt	 die	 gute	
Integration	 des	 neuen	 Gewebes	 in	 den	 umliegenden	 Knorpel	 und	 zeigt,	 dass	 die	
Progenitorzellen	 des	 Knochenmarkaspirats	 mit	 dem	 soliden	 PCL-Medium	 eine	
Leitstruktur	während	der	Differenzierung	und	Produktion	der	extrazellulären	Matrix	
hatten.	Die	von	Christensen	et	al.	(2012)	beschriebene	gute	Defektauffüllung	konnten	
wir	 nicht	 bestätigen.	 Im	 Gegenteil	 sahen	 wir	 vereinzelt	 ein	 Absinken	 des	
Trägermediums	in	den	subchondralen	Knochen	oder	ein	Herauslösen	aus	dem	Defekt	
(betroffene	Proben	wurden	in	der	Evaluation	nicht	berücksichtigt).	Ein	möglicher	Weg	
diese	Herausforderungen	 zu	 umgehen	 kann	 die	 kombinierte	 Anwendung	 aus	 einem	
soliden	Trägermedium	und	einem	Hydrogel	darstellen.		
	
Die	 immunhistochemische	 Darstellung	 von	 Typ-II-Kollagen	 im	 Reparaturgewebe	
bewies,	dass	Typ-II-Kollagen	synthetisiert	wurde,	es	bestand	jedoch	kein	signifikanter	
Unterschied	 zur	 rAAV-lacZ-Kontrollgruppe.	 In	 Zusammenhang	 mit	 dem	 eher	
spindelförmigen	 Phänotyp	 und	 der	 geringen	 Safranin-O-Farbintensität	 lässt	 das	 auf	
ein	 fibrocartilaginöses	 Reparaturgewebe	 schließen.	 Die	 Daten	 der	 µ-CT-Analyse	
bestätigen	 die	wichtige	Rolle	 des	 Transkriptionsfaktors	 SOX9	 in	 der	 Chondrogenese	
respektive	 die	 hemmende	Wirkung	 auf	 die	 Osteogenese.	 Vier	Wochen	 postoperativ	
zeigten	 sich	 durch	 die	 Implantation	 des	 PCL-Trägermediums	 und	 rAAV-SOX9	 in	
Knochenmarkaspirat	 bzw.	 rAAV-lacZ	 in	 Knochenmarkaspirat	 keine	 signifikanten	
Unterschiede	im	Effekt	auf	den	subchondralen	Knochen.	
	
Insgesamt	 zeigte	 sich	 nach	 Abschluss	 des	 Beobachtungszeitraums	 keine	 signifikant	




Die	 Ergebnisse	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 zeigen	 einen	 positiven	 Effekt	 auf	 die	
osteochondrale	 Reparatur	 durch	 die	 Verwendung	 von	 Pluronic®	 F-127	 als	
Trägermedium	für	rAAV-SOX9.	PF127,	Pluronic®	F-127	 ist	ein	Kopolymer	bestehend	




Gelform	 über.	 Aufgrund	 dieser	 Eigenschaft	 wird	 es	 in	 einem	 breiten	 Spektrum	 als	
Trägermaterial	 für	 Medikamente,	 Therapeutika	 oder	 Vektoren	 eingesetzt	 (Escobar-
Chávez	 et	al.,	 2006).	 Diese	 Eigenschaft	macht	 es	 auch	 zu	 einem	 vielversprechenden	
Trägermaterial	in	der	Gewebezüchtung	für	Knorpel	(Cao	et	al.,	1998;	Park	et	al.,	2009;	
Wang	 et	 al.,	 2010).	 In	 vitro	 Ergebnisse	 zeigen,	 dass	 PF127	 als	 Trägermedium	 von	
Genvektoren	 Schutz	 vor	 eventuell	 vorhandenen	 Antikörpern	 gegen	 das	 Viruskapsid	
bietet	 und	 zu	 einer	 kontrollierten	 Freisetzung	 des	 Vektors	 und	 somit	 zu	 hohen	
Transgenexpressionsraten	führt	(Rey-Rico	et	al.,	2016a,	b).		
	
Díaz-Rodríguez	 et	 al.	 transduzierten	 humane	 mesenchymale	 Stammzellen	 unter	
Verwendung	 von	 PF127/Alginat	 als	 Trägermedium	 für	 rAAV-Vektoren	 ohne	 das	
chondrogene	Potential	der	Zellen	zu	beeinträchtigen	(Díaz-Rodríguez	et	al.,	2015).	Die	
Ergebnisse	 der	 vorliegenden	 Untersuchungen	 decken	 sich	mit	 den	 Ergebnissen	 von	
Díaz-Rodríguez	 (2015).	Nach	 vier	Wochen	 in	vivo	 bildete	 sich	 ein	Reparaturgewebe,	
das	 bereits	 makroskopisch	 auf	 die	 erfolgreiche	 Transduktion	 von	 rAAV-SOX9	
schließen	lässt.	Die	histologischen	Untersuchungen	an	Safranin-O	gefärbten	Schnitten	
bestätigen	das:	 Im	Bewertungssystem	nach	Sellers	et	al.	war	eine	signifikant	bessere	
Defektarchitektur	 als	 in	 der	 lacZ-Gruppe	 zu	 erkennen.	 Auch	 Cao	 et	 al.	 beschrieben	
ähnliche	 Ergebnisse,	 nachdem	 autologe	 Chondrozyten	 aus	 ovinem	 elastischem	
Knorpel	 verkapselt	 in	 PF127	 subkutan	 in	 Schweine	 implantiert	wurden.	Nach	 sechs	
Wochen	 in	vivo	war	sowohl	makroskopisch	als	auch	histologisch	Knorpel	entstanden	
mit	 ovalen	Chondrozyten,	 die	 eine	 adäquate	Knorpelmatrix	 produzierten	 (Cao	et	al.,	
1998).	 Des	 Weiteren	 zeigen	 unsere	 Daten	 eine	 signifikant	 bessere	 Integration	 des	
Ersatzgewebes	 in	den	angrenzenden	Knorpel	durch	die	Exposition	gegenüber	 rAAV-
SOX9	 in	PF127	als	 gegenüber	 rAAV-lacZ	 in	PF127.	Das	 lässt	 sich	 zum	einen	auf	den	
Transkriptionsfaktor	 SOX9	 als	 metabolischen	 Stimulus	 zurückführen.	 Zum	 anderen	
bietet	 PF127	 Progenitorzellen	 ein	 gutes	 Gerüst	 zur	 Ausbildung	 einer	 neuen	
extrazellulären	 Matrix.	 Das	 legten	 auch	 Saim	 et	 al.	 dar,	 die	 Chondrozyten	 in	 PF127	
verkapselten	und	diese	anschließend	subkutan	in	Schweine	implantierten.	Nach	zehn	
Wochen	 in	 vivo	 hatte	 sich	 neuer	 Knorpel	 ektop	 gebildet	 (Saim	 et	 al.,	 2000).	 Der	
Gesamtpunktwert	 im	 Bewertungssystem	 nach	 Sellers	 unterschied	 sich	 jedoch	 nicht	
signifikant	 zwischen	 den	 zwei	 Gruppen,	 ebenso	 wenig	 die	 Farbintensität	 des	





Innerhalb	 des	 subchondralen	 Knochens	 war	 sowohl	 in	 der	 subchondralen	
Knochenplatte	 als	 auch	 in	 der	 subartikulären	 Spongiosa	 kein	 signifikanter	
Unterschied	 zur	 Kontrollgruppe	 nachweisbar.	 Der	 Effekt	 von	 PF127	 als	
Trägermedium	 für	 rAAV-SOX9	 auf	 die	 Reparatur	 des	 subchondralen	 Knochens	 ist	
somit	 vergleichbar	mit	 dem	 alleinigen	 Effekt	 von	 rAAV-SOX9,	was	mit	 dem	bekannt	









SOX9	 in	 Knochenmarkaspirat	 (2),	 PCL-Trägermedium	 und	 rAAV-SOX9	 in	
Knochenmarkaspirat	 (3),	 rAAV-SOX9	 in	 PF127-Hydrogel	 (4),	 auf	 die	 osteochondrale	
Reparatur	zeigten	jeweils	einen	besseren	Effekt	nach	vier	Wochen	postoperativ	als	die	
jeweilige	 rAAV-lacZ-Kontrollgruppe.	 Die	 Daten	 zeigen	 interessanterweise	 keinen	
Unterschied	 der	 frühen	 Reparatur	 fokaler	 vollschichtiger	 Knorpeldefekte	 innerhalb	
aller	 Negativkontrollgruppen.	 Stammzellen	 gelangen	 durch	 die	 perforierte	
subchondrale	Knochenplatte,	entstanden	durch	die	Mikrofrakturierung,	in	den	Defekt	
und	 differenzieren	 dort	 im	 Knorpelmilieu	 zu	 Chondrozyten.	 Durch	 deren	
Chondrogenese	 entsteht	 ein	 fibrocartilaginöses	 Reparaturgewebe,	 das	 den	 Defekt	
auffüllt,	unabhängig	von	den	zusätzlich	verwendeten	Trägermaterialien.	Unsere	Daten	
zeigen,	 dass	 auch	 die	 zusätzliche	 Applikation	 von	 Knochenmarkaspirat	 ohne	
therapeutischen	Faktor	keine	Verbesserung	der	Defektreparatur	erzielt.	Dadurch	war	
es	möglich,	den	Effekt	von	rAAV-lacZ	mit	den	Effekten	von	rAAV-SOX9,	rAAV-SOX9	in	





ist,	 dass	 ein	 solides	 Trägermedium	 an	 sich	 den	 Defekt	 füllt	 und	 die	 neugebildete	
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extrazelluläre	 Matrix	 sich	 am	 Gewebe	 des	 Mediums	 anlagern	 kann.	 Das	 trägt	 zum	
Erhalt	der	knorpelähnlichen	Eigenschaften	des	Trägermediums	bei	(Moutos	&	Guilak,	
2010).	 Dagegen	 zeigen	 die	 Daten	 eine	 jeweils	 signifikant	 bessere	 Integration	 des	
Defektgewebes	 in	 den	 angrenzenden,	 normalen	 Knorpel	 als	 in	 Gruppe	 (3),	 die	 aber	
immer	 durch	 verminderte	 Zellularität	 gekennzeichnet	 war.	 Moutos	 et	 al.	 (2010)	
beschrieben,	dass	sich	die	Fasern	des	dreidimensional	gewebten	PCL-Trägermediums	
unter	 Kompression	 gegeneinander	 verschieben	 können.	 Die	 Bewegung	 resultiert	 in	
einer	Veränderung	der	internen	Zugkräfte	und	folglich	einer	verminderten	Integration	
in	 den	 angrenzenden	 Knorpel.	 Eine	 Kombination	 aus	 einem	 Hydrogel	 und	 einem	
soliden	 Trägermaterial	 könnte	 diese	 Entwicklung	 begrenzen.	 Die	 Anfärbbarkeit	 der	
Matrix	 war	 in	 allen	 Fällen	 deutlich	 reduziert,	 zeigte	 sich	 in	 Gruppe	 (2)	 dabei	
signifikant	stärker	als	in	Gruppe	(4).	Insgesamt	spiegelt	die	reduzierte	Farbintensität	
den	 kurzen	Beobachtungszeitraum	von	 vier	Wochen	postoperativ	wider,	 in	 dem	die	
Proteoglykansynthese	noch	nicht	weit	fortgeschritten	ist	(Cucchiarini	et	al.,	2013).		
	
Weiterhin	 bestätigen	 die	Daten	 den	 Effekt	 von	 SOX9	 auf	 die	 Chondrogenese.	 Zellen,	
die	 in	 ihrer	Morphologie	 hyalinen	Knorpelzellen	 am	 ähnlichsten	 sind,	 fanden	wir	 in	
der	Gruppe	(2)	mit	jeweils	signifikantem	Unterschied	zu	den	übrigen	Gruppen.	Daran	
lässt	sich	der	positive	Effekt	von	zusätzlichem	Knochenmarkaspirat	auf	die	chondrale	
Reparatur	 und	 dessen	 chondrogenes	 Potential	 erkennen	 (Madry	 et	 al.,	 2017).	 Nach	
Applikation	 von	PF127-Hydrogel	 (4)	 zeigte	 sich	 eine	 signifikant	 bessere	Architektur	
des	 Defektgewebes	 als	 in	 den	 anderen	 Gruppen,	 worin	 sich	 die	 Ähnlichkeit	 des	
Hydrogels	 PF127	 in	 Struktur	 und	 Eigenschaft	 zu	 hyalinem	 Knorpel	 zeigt	 (Ahmed,	
2015).	Die	Daten	zeigen	weiterhin	eine	gute	Defektarchitektur	nach	Applikation	von	
Knochenmarkaspirat	 (2).	 Bei	 gemeinsamer	 Betrachtung	 des	 positiven	 Effekts	 von	
PF127	und	von	Knochenmarkaspirat	auf	die	Defektarchitektur,	Zellmorphologie	und	
Matrixanfärbbarkeit	 kann	 eine	 Kombination	 beider	 Therapieansätze	 in	 der	 Zukunft	
eine	interessante	Methode	sein.	Die	Architektur	der	Oberfläche	zeigte	in	den	Gruppen	
(1)	und	(2)	jeweils	einen	signifikanten	Unterschied	zu	Gruppe	(3).	Dies	lässt	sich	mit	
der	 Verschieblichkeit	 der	 PCL-Fasern	 gegeneinander	 unter	 Kompression	 zum	 einen	
und	der	metabolischen	Wirkung	von	SOX9	zum	anderen	begründen.		
	
Der	 subchondrale	 Knochen	 im	 Bereich	 des	 Defekts	 wurde	 am	 besten	 durch	
Applikation	 von	 PF127	 (4)	 erhalten.	 Dabei	 gab	 es	 keinen	 signifikanten	 Unterschied	
gegenüber	 rAAV-SOX9	 alleine	 (1),	 jedoch	 gegenüber	 rAAV-SOX9	 in	




auf	 Nicht-Zielgewebe	minimiert	 wird	 (Rey-Rico	 et	 al.,	 2016a).	 Die	 in	 allen	 Gruppen	
geringe	Intensität	der	Kollagen-II-Färbung	mit	jeweils	intensiverer	Färbung	als	in	den	
lacZ-Kontrollgruppen	 zeigt,	 dass	 vier	 Wochen	 postoperativ	 die	 osteochondrale	
Reparatur	mit	der	Matrixsynthese	erst	am	Anfang	steht.		
	
Obwohl	 PF127	 einen	 positiven	 Effekt	 auf	 die	 Defektarchitektur	 zeigt,	 ist	 in	 der	
Gesamtpunktzahl	 kein	 signifikanter	 Unterschied	 zur	 Negativkontrollgruppe	 und	 zu	
den	 anderen	 Gruppen	 nachweisbar.	 Zunächst	 ist	 das	 auf	 den	 kurzen	
Beobachtungszeitraum	von	nur	vier	Wochen	postoperativ	zurückzuführen,	in	dem	es	
noch	nicht	zu	einer	kompletten	Defektreparatur	kommen	kann	(Shapiro	et	al.,	1993).	
Des	 Weiteren	 ist	 die	 Funktion	 von	 PF127-Hydrogel	 als	 Trägermaterial	 zur	
kontrollierten	 Vektorfreisetzung	 von	 der	 Konzentration	 und	 der	 Art	 der	 Bindung	
zwischen	 Vektor	 und	 Trägermedium	 abhängig.	 Je	 besser	 die	 Bindung	 an	 das	
Trägermaterial,	 desto	 langfristiger	 die	 Freisetzung	 und	 desto	 geringer	 die	
Ausschöpfung	des	eigentlich	vorhandenen	chondrogenen	Potentials	des	Systems.	Rey-
Rico	et	al.	zeigten,	dass	PF127	während	21	Tagen	in	vitro	bei	einer	Konzentration	von	
2%	 (v/v)	 zu	 einer	 Abnahme	 der	 Zellviabilität	 führte	 (Rey-Rico	 et	 al.,	 2015b).	
Schließlich	verwarfen	wir	die	Hypothese	(5),	dass	Überexpression	von	rAAV-SOX9	in	




Die	 Behandlung	 fokaler	 chondraler	 Läsionen	 ist	 weiterhin	 Gegenstand	 aktueller	





Die	 Daten	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 demonstrieren,	 dass	 rAAV-SOX9	 in	
Knochenmarkaspirat	 einen	 zusätzlichen	 positiven	 Effekt	 auf	 die	 Regeneration	




Injektion	 in	 Knorpelläsionen	 einzeitig,	 beispielsweise	 während	 einer	 Arthroskopie	
durchführbar	 ist.	Für	die	Zukunft	erscheint	es	daher	zielführend,	weitere	Studien	 im	





innerhalb	 der	 Läsion	 komplett	 bis	 zur	 subchondralen	 Knochenplatte	 abgetragen.	
Letztere	wird	bei	der	Mikrofrakturierung	anschließend	mithilfe	von	Ahlen	perforiert,	
wodurch	 mesenchymale	 Stammzellen	 in	 den	 Defekt	 migrieren	 und	 dort	 ein	
Ersatzgewebe	 aus	 Faserknorpel	 erzeugen.	Die	Daten	der	 vorliegenden	Arbeit	 zeigen	
eine	 signifikant	 bessere	 Zellmorphologie	 durch	 zusätzliche	 Applikation	 von	
Knochenmarkaspirat	 im	 Vergleich	 zu	 alleiniger	 Therapie	 mit	 SOX9	 respektive	
Kontrolle	mit	lacZ.	Da	Gao	et	al.	darlegten,	dass	Mikrofrakturierung	zunächst	zu	einer	
Knochenresorption	 führt	 und	 diese	 durch	 die	 zusätzliche	 Applikation	 von	
Knochenmarkaspirat	 minimiert	 werden	 kann,	 könnte	 die	 Technik	 der	
Mikrofrakturierung	 durch	 zusätzlich	 appliziertes	 Knochenmarkaspirat	 ergänzt	
werden	 (Gao	 et	 al.,	 2017).	 Ebenso	 könnte	 Knochenmarkaspirat	 in	 der	 Zukunft	 als	
mögliche	Zellquelle	fungieren.	Obwohl	diese	Überlegung	für	die	klinische	Anwendung	
eine	 auch	 unter	 ökonomischen	 Aspekten	 optimierte	 Therapiemöglichkeit	 darstellt,	
müssen	derartige	Ansätze	zunächst	durch	Studien	mit	hoher	Evidenz	belegt	werden.		
	
Eine	 Herausforderung	 bei	 der	 Konstruktion	 von	 rAAV-Vektoren	 ist	 ihre	 geringe	
Kapazität,	die	nur	die	Einschleusung	von	relativ	kleinen	Genen	in	Zielzellen	ermöglicht	
Des	 Weiteren	 verfügt	 ein	 Großteil	 der	 Bevölkerung	 über	 präformierte	 Antikörper	
gegen	 adeno-assoziierte	 Viren,	 welches	 zur	 Neutralisation	 der	 Genvektoren	 nach	
Applikation	führen	kann	(Calcedo	&	Wilson,	2013).	Diese	Möglichkeit	kann	umgangen	
werden,	 indem	 die	 Vektoren	 in	 kompatible	 Trägermaterialien	 eingebracht	 werden.	
Hydrogele,	darunter	PF127,	sind	besonders	gut	als	derartige	Trägermedien	geeignet,	
da	 sie	 sowohl	 die	 Emigration	 aus	 dem	 Defekt	 als	 auch	 die	 Neutralisation	 durch	
Antikörper	 verhindern	 (Rey-Rico	 et	 al.,	 2015a).	 Mit	 nahezu	 identischen	
Gesamtpunktzahlen	 im	 semiquantitativen	 histologischen	 Bewertungssystem	 nach	
Sellers	 et	 al.	 in	 den	 Gruppen	 rAAV-SOX9	 in	 PF127	 und	 rAAV-SOX9	 in	







Stammzellen	 aus	 Fettgewebe	 zur	 Chondrogenese	 zu	 stimulieren.	 Die	 anschließende	
Implantation	 in	chondrale	Defekte	zeigte	eine	verbesserte	Knorpelreparatur	(Jung	et	
al.,	 2010).	 Interessant	wäre	zukünftig	eine	Kombination	der	beiden	Therapieansätze	
PF127	 und	 Knochenmarkaspirat,	 um	 deren	 additiven	 Effekt	 auf	 die	 osteochondrale	
Reparatur	 zu	evaluieren.	Diese	Kombination	 ist	 insbesondere	klinisch	von	 Interesse,	
da	PF127	einerseits	aufgrund	seines	temperaturabhängigen	Übergangs	von	flüssig	zu	
gelförmig	 zunächst	 gut	 als	 Lösung	 zu	 injizieren	 bzw.	 applizieren	 ist,	 um	 dann	
innerhalb	des	Gelenks	 in	die	Gelform	überzugehen.	Andererseits	 lässt	sich	autologes	
Knochenmarkaspirat	 relativ	 leicht	 gewinnen	 und	 ebenfalls	 injizieren.	 Auch	 im	
Hinblick	 auf	 arthroskopische	 Verfahren	 sind	 diese	 beiden	 therapeutischen	 Ansätze	
interessant,	da	sie	jeweils	keine	Arthrotomie	zu	ihrer	Applikation	benötigen.		
	
Zusammenfassend	 zeigen	 die	 Daten	 das	 vielversprechende	 Potential	 der	 rAAV-
vermittelten	 Transduktion	 von	 SOX9	 zur	 frühen	 Reparatur	 von	 Knorpeldefekten,	
unter	 anderem	 in	 der	 Kombination	 mit	 innovativen	 Trägermaterialien.	
Weiterführende	 Arbeiten	 werden	 überprüfen,	 ob	 die	 Kombination	 mehrerer	
therapeutischer	Faktoren	sinnvoll	ist.	In	mehreren	Studien	konnte	ein	positiver	Effekt	
durch	 die	 Kombination	 mehrerer	 Faktoren	 beobachtet	 werden.	 Ikeda	 et	 al.	
überführten	 SOX-Gene	 kodierend	 für	 SOX9,	 SOX5	 und	 SOX6	 in	 mesenchymale	
Stammzellen	mittels	adenoviraler	Vektoren	(Ikeda	et	al.,	2004).	Nach	drei	Wochen	 in	
vitro	zeigte	sich	eine	hohe	Rate	an	Aggrekanexpression	und	Typ-II-Kollagen-Synthese.	
Die	 Rate	war	 am	 höchsten,	wenn	 alle	 drei	 SOX-Gene	 transduziert	wurden;	 ein	 SOX-
Faktor	 alleine	 führte	 zu	 verminderter	 Matrixproduktion,	 lacZ	 führte	 zu	 stark	
verminderter	 Produktion.	 Tao	 et	 al.	 transduzierten	mesenchymale	 Stammzellen	mit	
rAAV-SOX9	und	rAAV-TGF-β	(Tao	et	al.,	2016).	Sie	registrierten	einen	positiven	Effekt	
auf	die	Chondrogenese	vermittelt	durch	SOX9	und	zusätzlich	eine	gesteigerte	Zellzahl	
vermittelt	 durch	 TGF-β	 ohne	 Hypertrophie	 des	 neuen	 Gewebes.	 Der	 Effekt	 eines	
kombinierten	 Gentransfers	 von	 mehreren	 Wachstums-	 und	 Transkriptionsfaktoren,	
insbesondere	 eine	 Kombination	 aus	 SOX9	 und	 TGF-β,	 auf	 die	 (osteo-)chondrale	
Reparatur	 sollte	weiter	verfolgt	und	anhand	 translationaler	Studien	 in	vivo	 evaluiert	
werden.	 Zusätzlich	 sind	 weitere	 in	 vivo	 Studien	 mit	 anderen	
Konzentrationsverhältnissen	des	Hydrogels	PF127	notwendig,	um	die	Ähnlichkeit	von	
PF127	 mit	 normalem	 hyalinem	 Knorpel	 und	 gutem	 Potential	 als	 Trägermaterial	
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optimal	 ausnutzen	 zu	 können.	 Schließlich	 zeigen	 die	 Ergebnisse	 der	 vorliegenden	
Studie,	 dass	 die	 Behandlung	 fokaler	 Knorpeldefekte	 nicht	 durch	 Gentherapie	 oder	
Tissue	 Engineering	 alleine,	 sondern	 wahrscheinlich	 durch	 die	 Kombination	
verschiedener	Therapieansätze	zu	realisieren	ist.		
	
Für	 die	 Zukunft	 erscheint	 ein	 optimales	 klinisches	 Ergebnis	 nur	 unter	
Berücksichtigung	 der	 individuellen	 klinischen	 Situation	 und	 der	 Kombination	
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